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ERp5 Proteína de retículo endoplásmico 5 
ERp60 Proteína de retículo endoplásmico 60 
ERp7 Proteína de retículo endoplásmico 7 
F16P1 Fructosa-1,6-bifosfatasa-1 
FAD Flavin-adenin dinucleótido 
FBS Suero fetal bovino 
Fe Hierro 
fosB Oncogen homólogo al del virus del osteosarcoma murino FBJ variable B 
fra-1 Antígeno relacionado con Fos-1 
fra-2 Antígeno relacionado con Fos-2 
G Guanina 
GAPDH Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa 
Gly Glicina 
GNMT Glicina N-metil transferasa 
GO Glucosa oxidasa 
Gpx1 Glutatión peroxidasa 1 
GPX1* Glutatión peroxidasa-1 (isoforma) 
GR Glutatión reductasa 
GRP75 Stress-70 protein, mitochondrial 
Grx Glutarredoxina 
GSH  Glutatión 
GSSG Glutatión oxidado 
GST Glutatión transferasa 
GSTO1 Glutatión transferasa omega-1 
GXD Base de datos de expresión génica 
H Hidrógeno 
H2N-COOH Ácido carbámico 
XI 
 
H2O2 Peróxido de hidrógeno 
HCl Ácido clorhídrico 
HINT1 Histidine triad nucleotide-binding protein 1 
His Histidina 
HMCS2 Hidroximetilglutaril-CoA sintasa 
Ho1 Hemooxigenasa-1 
H-ras Oncogen homólogo al del virus del sarcoma Harvey 
HSP7C Heat shock cognate 71 kDa protein 
Hyp-Prot hypothetical protein  [Rattus norvegicus]  
IAF Iodoacetamidofluoresceína 
IAF 5-iodoacetamidofluoresceína 
IEF Isoelectroenfoque 
IP Intraperitoneal 
IPG Tiras de isoelectroenfoque 
JNK Quinasa N-terminal de c-Jun 
JNK1/2 Quinasa N-terminal de c-Jun 1/2 
junB Oncogen homólogo al del virus del sarcoma aviar-B 
junD Oncogen homólogo al del virus del sarcoma aviar-D 
Kcal Kilocalorías 
Kcat Constante catalítica 
KCl Cloruro potásico 
Km Constante de Michaelis-Menten 
LD50 50 % de la dosis letal 
LEG1 Galectin-1 
LPS Lipopolisacárido 
M. musculus Mus musculus 
M. spretus Mus spretus 
MALDI-TOF Desorción/ionización láser asistida por matriz-tiempo de vuelo 
MAP Proteína de activación por mitógeno 
MDHM Malate dehydrogenase, mitochondrial 
Met Metionina  
METK1 Metionina adenosiltransferasa-1 
MgCl2 Cloruro de magnesio 
M-MLV Virus de la leucemia murina de Moloney 
Mn Manganeso  
mRNA RNA mensajero 
XII 
 
MS Espectrometría de masas 
MS/MS Espectrometría masas/masas 
MW Masa molecular 
MW marker Marcador de peso molecular 
Myc  Oncogen homólogo al del virus de la mielocimatosis 
N2 Nitrógeno bimolecular 
NaCl Cloruro sódico 
NADH/NAD+ Nicotinamida adenina dinucleótido 
NADPH Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 
NaHCO3 Bicarbonato sódico 
NCBI Centro Nacional para la Información Biotecnológica 
NEM N-Etilmaleimida 
NFkB Factor nuclear kB 
Ni Niquel 
NO Óxido nítrico 
Nrf2 Factor nuclear de eritrocitos 2 
Nrx Nucleorredoxina 
Nt Nucleótido 
O2-•  Anión superóxido 
OH• Radical hidroxilo 
OTC Ornitinatranscarbamilasa 
P. clarkii Procramburus clarkii 
p38MAPK Proteína MAP quinasa 38 
Pb Plomo 
PBS Tampón fosfato salino 
PBST Tampón fosfato con Tween-20 
PCDD/ PCDF Dioxinas 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa 
PDI Proteína disulfuro isomerasa 
PDIA1 Proteína disulfuro isomerasa isoforma A1 
PDIA3 Proteína disulfuro isomerasa isoforma A3 
pI Punto isoeléctrico 
PKC Proteína quinasa C 
PM Peso molecular 
PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
PQ Paraquat 
XIII 
 
Prdx1 Peroxirredoxina 1 
Prdx2 Peroxirredoxina 2 
Prdx3 Peroxirredoxina 3 
Prdx4 Peroxirredoxina 4 
Prdx5 Peroxirredoxina 5 
Prdx6 Peroxirredoxina 6 
Pro Prolina 
PS Balsas de fosfoyesos en Punta del Sebo 
P-S- Anión tiolato 
PSA6 Proteasome subunit alpha type-6 
P-SH Grupo sulfidrilo de proteína 
P-S-S-G Enlace disulfuro proteína-glutatión 
P-S-S-P Enlace disulfuro intramolecular 
PVDF Polifluoruro de vilideno 
Ref-1 Factor redox-1 
RNA Ácido ribonucleico 
ROA2 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins, isoA2/B1 
ROAA Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B 
rRNA Ácido ribonucleico ribosómico 
RT-PCR Retrotranscripción-PCR 
S/N Señal/ruido 
SAH S-adenosilhomocisteína 
SAM S-Adenosilmetionina 
SCAI Servicio central de apoyo a la investigación 
scr Células control transfectadas con si-rna inespecífico 
SD Desviación estándar de la media 
SDS Dodecilsulfato sódico 
SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sulfato sódico 
Se Selenio 
SeCys Selenocisteína 
SEM Error estándar de la media 
Ser Serina 
-SH Grupo tiol 
si Células silenciadas con siRNA específico 
siRNA RNA interferente/Ácido ribonucleico interferente 
SO2H Ácido sulfínico 
XIV 
 
SO3H Ácido sulfónico 
Sod3 Superóxido dismutasa-3 
SOH Ácido sulfénico 
SOL Laguna de Santa Olaya 
Sp Cisteína peroxidática 
SPOH Ácido sulfénico en cisteína peroxidática 
Sptrx1 Tiorredoxina específica de testículo 1 
Sptrx2 Tiorredoxina específica de testículo 2 
SR Cisteína resolvente 
SRX Sulfirredoxina 
Tª Temperatura 
T Timina 
t1/2 Vida media del transcrito 
TBB3 Cadena beta-3 de la tubulina 
TCDD 2,3,7,8-Tetraclorodibenzodioxina 
TFA Trifluoroacético 
TGR Tiorredoxina-glutatión reductasa 
Thr Threonina 
TIFF Formato de archivo de imagen 
TNB Ácido 5-tio-2-nitrobenzoico 
TNFα Factor de necrosis tumoral alfa 
TPA 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetato 
TPIS Triosafosfato isomerasa 
TRE Elemento de respuesta a TPA 
Tris Tris-(Hidroximetil) Aminometano 
Trp Triptófano 
Trx Tiorredoxina 
TrxR1 Tiorredoxina reductasa 1 
TrxR2 Tiorredoxina reductasa 2 
TrxR3 Tiorredoxina reductasa 3 
TTBS Tampón Tris-fosfato salino con Tween-20 
Tyr Tirosina 
U Uranio 
UCO Universidad de Córdoba 
UV Ultravioleta 
V Vanadio 
XV 
 
Val Valina 
XCt Número de moléculas amplificadas en el ciclo umbral 
Zn Zinc 
γ-GCL γ-glutamilcisteina ligasa 
γ-GCLC Glutamilcisteina sintasa subunidad catalítica 
γ-GCLM γ-Glutamilcisteina sintasa subunidad reguladora 
γ-GCS γ-Glutamilcisteina sintasa 
ΔfosB Oncogen homólogo al del virus del osteosarcoma murino FBJ variable B 
Isoforma Δ 
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Estrés oxidativo 
Las células producen especies reactivas de hidrógeno (EROs) como el peróxido de 
hidrógeno (H2O2), el radical hidroxilo (OH
•), el anión superóxido (O2
-•) y el óxido nítrico 
(NO) como consecuencia de su metabolismo aerobio. Las EROs pueden reaccionar con 
todas las biomoléculas por lo que pueden virtualmente dañar ácidos nucleicos, lípidos, 
hidratos de carbono y proteínas. Se han asociado muerte celular y diversos estados 
patológicos a elevados niveles de EROs debido al excesivo daño que éstas infligen a las 
macromoléculas (1). Sin embargo, a pesar de estos efectos negativos atribuidos a las 
EROs, éstas parece que desempeñan también una importante función fisiológica 
regulando cascadas de señalización celular, la proliferación y diferenciación celular, y la 
activación de factores de transcripción (2). 
Los mamíferos han desarrollado una colección de defensas antioxidativas capaces de 
regular los niveles de EROs. Estas defensas incluyen enzimas con actividad peroxidasa, 
que reducen el H2O2 a agua, como la catalasa, las glutatión peroxidasas (GPXs) y las 
peroxirredoxinas (PRDXs). La catalasa está localizada exclusivamente en el peroxisoma, 
pero tanto las GPXs como las PRDXs tienen isoformas que se distinguen por su 
especificidad de sustrato y por su distribución tisular y/o subcelular. El NADPH es el 
donador último de electrones en la reducción catalítica de peróxidos mediante las 
GPXs y la PRDXs. Sin embargo, los electrones llegan por vías diferentes. Las GPXs 
reciben los electrones a través del sistema glutatión-glutatión reductasa mientras que 
a las PRDXs llegan vía sistema tiorredoxina-tiorredoxina reductasa (3, 4). Estos 
sistemas constituyen los principales sistemas de homeostasis redox de la célula. 
El sistema tiorredoxina-tiorredoxina reductasa 
Es uno de los principales sistemas antioxidativos de la célula. El sistema canaliza un 
flujo de electrones desde el NADPH (fundamentalmente producido por la vía de las 
pentosas fosfato), pasando por la tiorredoxina reductasa (TRXR), hasta la tiorredoxina 
(TRX), una tiol reductasa general que reduce disulfuros en una variedad de proteínas 
diana (esquema en Figura 1). 
 
Figura 1. Sistema tiorredoxina. 
 
Tiorredoxinas 
La tiorredoxinas (TRXs) son proteínas pequeñas que catalizan la reducción reversible 
de disulfuros utilizando ambos residuos de Cys de su sitio activo que tiene una 
secuencia muy conservada (Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-Lys). Estas Cys forman un disulfuro 
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(TRX-S2) que es revertido (TRX-SH2) por la acción de una enzima dependiente de 
NADPH, la tiorredoxina reductasa (TRXR) (5).  
En mamíferos existen dos variantes principales, TRX1, predominantemente citosólica 
pero que puede ser transportada al núcleo o secretada fuera de la célula en 
determinadas condiciones, y TRX2 que es la isoforma mitocondrial. Se conoce la 
estructura tridimensional de ambas formas, oxidada y reducida, de TRX. Presentan un 
dominio que se pliega de forma característica y que se ha denominado plegamiento 
TRX. Consta de 4 hojas beta rodeadas por 3 hélices alfa. Este motivo estructural está 
presente en numerosas proteínas que forman la llamada familia TRXs. 
En mamíferos, además de TRX1 y TRX2, son componentes principales de la familia TRX 
las proteínas SPTRX1 y SPTRX2, unas tiorredoxinas específicas de testículo (6, 7), TRXR, 
glutarredoxinas (GRX), proteína isomerasa de disulfuros (PDI) del retículo 
endoplásmico y sus isozimas (ERp60, ERp5 y 3 ERp7), nucleorredoxina (Nrx), glutatión 
transferasas (GST), glutatión peroxidasas (GPXs) y peroxirredoxinas (PRDXs) entre 
otras. 
TRX1 se transloca al núcleo cuando las células se activan por estrés oxidativo. TRX1 no 
posee una señal de localización nuclear reconocible de tal forma que se asume que es 
transportada al núcleo unida a otras proteínas como pueden ser el factor nuclear kB 
(NFkB) y el factor redox 1 (REF1). La función de TRX1 está ligada a estas proteínas que 
al mismo tiempo provocan la activación del factor de transcripción AP-1 (8, 9). 
Tiorredoxina reductasas 
Las TrxR de mamíferos son flavoproteínas diméricas que contienen un residuo de 
selenocysteína en el extremo C-terminal de la proteína, formando parte de un sitio 
activo de secuencia -Gly-Cys-SeCys-Gly. Los dos monómeros, de unos 56 kDa, se 
disponen de forma antiparalela en la TRXR funcional. Los electrones pasan del NADPH 
al anillo de isoaloxacina del FAD alojado en una de las subunidades. De aquí se 
transfieren a un disulfuro del centro activo de la misma subunidad de secuencia 
conservada (-Cys-Val-Asn-Val-Gly-Cys-) que se transforma en ditiol. Este ditiol reduce al 
selenotiol del extremo carboxilo de la otra subunidad y finalmente, éste reduce el 
disulfuro del centro activo de la proteína diana, la TRX. 
También hay varias isoformas entre las reductasas de las tiorredoxinas, así TRXR1 
acompaña a TRX1 formando el sistema citosólico y TRXR2 forma con TRX2 el sistema 
de localización mitocondrial. En mamíferos se ha descrito una tercera forma de TRXR 
identificada en testículos, la cual, en contraste con TRXR1 y TRXR2 puede reducir GSH 
oxidado además de TRX. Esta enzima ha sido nombrada como TRXR3 o TGR indicando 
su actividad tiorredoxina/glutatión reductasa (10). Las tres reductasas (TRXR1, TRXR2 y 
TGR) son selenoproteínas con actividad disulfuro reductasa y tienen un sitio activo con 
selenocisteína (-Gly-Cys-SeCys-Gly-) localizado en el extremo carboxilo terminal de la 
proteína (11). 
La importancia de estas proteínas es tal que la falta de alguna de ellas provoca la 
muerte temprana durante la embriogénesis cuando se generan ratones knockout (12-
15). 
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Interacciones del sistema TRX 
Para mantener un ambiente reductor TRX interacciona con gran número de proteínas 
diferentes como muestra el esquema de la Figura 2. Estas interacciones explican las 
múltiples funciones que se atribuyen al sistema. Entre sus propiedades antioxidantes 
destaca su interacción con las peroxirredoxinas (PRDXs). TRX1 actúa también como 
factor de crecimiento celular y es un inhibidor de la apoptosis. Existen isoformas 
extracelulares de TRX1 que poseen potentes y distintas funciones inmuno-
moduladoras con actividad citoquina y quimioquina. Estas, pueden alterar las rutas de 
transducción de señales de las MAP quinasas, ERK y JNK y, finalmente, la expresión de 
factores de transcripción como AP-1 (16).  
Como hemos citado antes, entre las enzimas reductoras que reciben electrones de TRX 
se encuentran las PRDXs. 
 
 
Figura 2. Interacciones del sistema tiorredoxina. 
 
Peroxirredoxinas 
Las Peroxirredoxinas (PRDXs) son una familia de pequeñas peroxidasas (22-27kDa) 
independientes de selenio que degradan H2O2, hidroperóxidos orgánicos y 
peroxinitritos y además, controlan los niveles de peróxido inducido por citoquinas en 
células de mamífero (17, 18). Se encuentran en bacterias, plantas y mamíferos. Las 
PRDXs pueden ser reguladas por cambios redox, por fosforilación, y por los posibles 
estados de oligomerización. Se conocen 6 miembros que se dividen en 3 clases: PRDXs 
2-Cys típicas, PRDXs 2-Cys atípicas y PRDXs 1-Cys. Todas ellas comparten el mismo 
mecanismo catalítico en el que una Cys del sitio activo (la cisteína peroxidática) se 
oxida hasta ácido sulfénico por el sustrato peróxido. El mecanismo de la reversión de 
esa oxidación hasta grupo tiol de nuevo es lo que diferencia las tres clases de enzimas 
(Figura 3)(18). 
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Las PRDXs están presentes en todos los compartimentos subcelulares, pero de forma 
general podemos decir que PRDX1 es la que está más ampliamente representada. 
Además de PRDX1, PRDX5 tiene también una amplia distribución, se localiza en 
citoplasma, peroxisomas, mitocondria y núcleo PRDX2 y PRDX6 se localizan en el 
citoplasma; PRDX4 en el retículo endoplásmico; PRDX3 en la mitocondria (19, 20).  
Mecanismo de acción de las peroxirredoxinas 
La primera etapade la reducción de peróxidos (Figura 3-a), probablemente común a 
todas las PRDXs, implica el ataque nucleofílico de la cisteína peroxidática (SP) que se 
desprotona a tiolato (S-) como paso previo a la formación de un intermediario ácido 
sulfénico (SPOH). La base que desprotona la SP y luego cede el protón al peróxido se 
desconoce. El grupo guanidino de una Arg conservada en el sitio activo se supone que 
participa estabilizando el anión S-. El mecanismo de resolución de la SP por las distintas 
clases de PRDXs se esquematiza en la Figura 3-b. En esta resolución participa una 
nueva cisteína, la cisteína resolvente (SR). 
En el caso de las PRDXs 2-Cys típicas, que son proteínas diméricas, la SP y la SR están en 
polipéptidos distintos y forman un enlace disulfuro intermolecular. En el caso de la 
PRDX 2-Cys atípica la segunda cisteína (SR) está en el mismo polipéptido y se genera un 
puente disulfuro intramolecular. En ambas clases, la reducción del disulfuro implica a 
una flavoproteína disulfuro reductasa y al menos otra proteína o dominio con un 
motivo CXXC en su centro activo que pasa de ditiol a disulfuro durante la reducción de 
la PRDX. Estas proteínas pueden ser, por ejemplo, TRXR y TRX. El mecanismo de 
resolución de la SP en la clase PRDX 1-Cys (PRDX6) es diferente e implica a tioles de 
bajo peso molecular. Se cree que el reductor fisiológico podría ser el glutatión (GSH) 
(18, 21-23). 
Funciones de las peroxirredoxinas 
Aunque la eficiencia catalítica (Kcat/Km) de las PRDXs (10
5 M-1.sec-1) hacia el H2O2 sea 
más baja que la de la glutatión peroxidasa (108 M-1.sec-1) y la catalasa (106 M-1.sec-1) 
desempeñan una función fundamental en la detoxificación de H2O2 (24). El control de 
los niveles celulares de H2O2 se realiza secuencialmente por diferentes peroxidasas 
(Figura 4). Las PRDXs y GPXs se encargan de eliminar el H2O2 cuando hay 
concentraciones bajas mientras que las concentraciones elevadas son eliminadas por 
la catalasa. El H2O2 lleva a la glutationilación de las Cys 51, 82 y 172 de PRDX1 que 
puede ser revertida por SRX y GRX1. El disulfuro que se forma entre el sulfénico de 
Cys51 de uno de los dímeros y la Cys172 del otro puede ser reducido por TRX. 
El aumento de la concentración de H2O2 promueve la oxidación del sulfénico a 
sulfínico. Este proceso puede ser revertido por la SRX. Si la concentración de H2O2 sigue 
aumentando, la posterior oxidación del sulfínico a sulfónico ya no puede revertir. 
Prdx1 sobre-oxidada tiende a formar decámeros que parecen carecer de actividad 
peroxidasa pero que tienen actividad chaperona. Este cambio de actividad peroxidasa 
a actividad chaperona eleva aún más la concentración de H2O2 que pasa a ser 
eliminado por la catalasa. La catalasa no se sobre-oxida y puede seguir eliminando 
H2O2 cuya concentración cae de forma exponencial ya que la velocidad de 
descomposición del mismo depende de la concentración de forma lineal (Figura 4) (18, 
25). 
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Figura 3. Ciclo catalítico de las peroxirredoxinas a) oxidación de la cisteína peroxidática. b) 
Resolución de la cisteína peroxidática oxidada en las 3 clases de PRDXs. 
Peroxirredoxinas en señalización celular y regulación de expresión génica 
El H2O2 a bajas concentraciones actúa como segundo mensajero en la transmisión 
intracelular de señales desde varios receptores. Esta función de segundo mensajero 
esta delicadamente regulada por PRDXs por control de nivel de H2O2 (26). La actividad 
PRDX se regula tanto a nivel transcripcional como postraduccional (27). Este último 
incluye la oligomerización de las PRDXs dependiente de su estado redox, fosforilación, 
proteólisis específica y efectos alostéricos ejercidos por diferentes ligandos (28).  
La PRDX1 poseen efectos complementarios como moduladoras de cascadas redox 
junto con otras enzimas antioxidantes (29) (ver ejemplo en la Figura 5).  
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La sobreexpresión de PRDX1 en células transfectadas estimuladas con el factor EGF 
permite el descenso de la cantidad intracelular de H2O2 al mismo tiempo que inactiva 
el factor NFkB. Por otra parte, en fibroblastos embrionarios de ratón el aumento de 
expresión de PRDX2 causa una modificación de la activación dependiente de H2O2 de 
quinasas JNK y p38 en respuesta a TNFα (30). Se han encontrado resultados similares 
en la activación de AP-1 por TNFα, en este caso la sobre-expresión de PRDX1 bloquea 
la expresión de AP-1 inducida por TNF (31). 
Por otra parte se ha encontrado que PRDX1 regula la expresión génica de c-myc; se 
une a una región muy conservada del gen c-myc de tal modo que dicha unión es muy 
importante para su actividad transcripcional y de transformación (32). Asimismo se ha 
descrito que PRDX1 puede controlar el ciclo celular mediante el descenso de su 
actividad peroxidática a través de su fosforilación por CDC2. La fosforilación de PRDX1 
provoca que la célula entre en mitosis gracias a la acumulación de H2O2 (33). También 
interacciona en cascadas de transducción se señales interaccionando con proteínas 
ASK1-JNK para inhibir la ruta de las MAP quinasas (29). 
 
Figura 5 .Participación de PRDX1 y TRX1 en la transducción de señales a través de su 
regulación redox. 
 
Figura 4. Defensa frente al peróxido de hidrógeno. 
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El papel de PRDX3 como eliminadora de H2O2 mitocondrial ha adquirido más 
importancia. Su localización específica en la mitocondria junto con los suministradores 
específicos de electrones TRX2 y TRXR podrían proporcionar una primera línea de 
defensa frente al H2O2 producido en la cadena respiratoria de la mitocondria (35). Por 
otra parte PRDX3 es muy sensible a la sobre-oxidación como de hecho se ha observado 
en cultivos de células expuestas de forma prolongada a altas cantidades de H2O2 o 
sustancias que lo generan (36). Curiosamente la sobre-oxidación de PRDX3 se reduce 
más lentamente que la de PRDX1 y PRDX2 en el citoplasma, con lo que provoca que 
PRDX3 sobre-oxidada se acumule en la mitocondria, permita el incremento de H2O2 y 
desencadene procesos apoptóticos (37). A nivel transcripcional el gen prdx3 se induce 
por el protoncogen c-myc (34). 
El sistema glutatión-glutatión reductasa 
Es otro de los principales sistemas antioxidativos de la célula. El sistema canaliza 
electrones desde el NADPH, pasando por la glutatión reductasa (GR) hasta el glutatión 
(GSH), el tripéptido γ-glutamilcisteinilglicina. El glutatión puede interaccionar 
directamente con las dianas oxidadas finales o bien puede hacerlo a través de 
intermediarios como las glutarredoxinas (GRXs) o las glutatión peroxidasas (GPXs). 
El glutatión puede existir intracelularmente tanto en su forma reducida (GSH) como en 
su forma oxidada formando un dímero (GSSG) (Figura 6). Tiene funciones 
antioxidantes, detoxificantes y también actúa como cofactor enzimático. El GSH es una 
molécula ubicua en animales, plantas y microorganismos, soluble en agua y se 
encuentra principalmente en el citosol celular y en otros fluidos biológicos. El hecho de 
que la concentración de GSH en la célula es alta, del orden de 1-10 mM, y que el grupo 
tiólico es un agente reductor muy potente, convierten al GSH en uno de los 
antioxidantes intracelulares más importantes. En su papel antioxidante el GSH juega  
un papel clave en la detoxificación de una gran 
variedad de compuestos electrofílicos y 
peróxidos catalizada por glutatión transferasas 
(GST) y glutatión peroxidasas (GPX) (38). 
Además de su función detoxificadora el GSH 
participa en otras reacciones celulares que 
incluyen el sistema glioxilasa, reducción de 
ribonucleótidos y desoxirribonucleótidos, 
regulación de proteínas y regulación de la 
expresión génica vía reacciones de intercambio 
tiol/disulfuro (39).  
El mantenimiento óptimo de la relación 
GSH/GSSG es crítico para la supervivencia de la 
célula y es un indicador sensible de estrés 
oxidativo. Una deficiencia de GSH predispone a 
la célula a sufrir de daño oxidativo por lo que no 
es sorprendente que la disminución de la 
relación GSH/GSSG ocurra en un rango amplio 
de patologías, que incluyen el cáncer, desórdenes neurodegenerativos, fibrosis 
quística, enfermedades víricas, y envejecimiento (39).  
 
Figura 6. Estructuras reducida (GSH) y 
oxidada (GSSG) del glutatión. 
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Síntesis de glutatión 
El GSH se sintetiza de novo a partir de los aminoácidos glicina, cisteína y glutámico 
(Figura 7). Para la síntesis se requiere de la acción consecutiva de dos enzimas, γ-
glutamilcisteina sintasa o ligasa (γ-GCS o γ-GCL) y GSH sintetasa (40). La γ-GCS es un 
heterodímero compuesto de una subunidad catalítica pesada (γ-GCLC, 73 kDa) y una 
subunidad reguladora ligera (γ-GCLM, 30 kDa) (41);(42)}. 
La regulación de γ-GCL es compleja. El factor limitante de la síntesis de GSH es la 
disponibilidad de cisteína. La cisteína y su forma oxidada cistina se transportan a la 
célula vía transportadores dependientes e independientes de sodio, respectivamente 
(43). Oxidantes como los hidroperóxidos, peróxido de hidrógeno y compuestos 
electrofílicos promueven el consumo de cistina y el incremento concomitante en la 
expresión de γ-GCL. La regulación de γ-GCL se ve afectada por una variedad de vías de 
señalización como ERK1/2 (44) JNK1/2 (45), p38MAPK (46), PKC (47), PI3K (48) y 
factores de transcripción como c-Fos/c-Jun (45), NF-κB (47), JunD (49) y de forma 
indirecta, c-Myc, a través de la vía NRF2 (50). 
Importancia del grupo tiol en las proteínas 
La regulación redox es un mecanismo modulador de las funciones celulares de todas 
las células y organismos vivos que además se ve implicado en muchas enfermedades y 
procesos patológicos (51). La oxidación de tioles proteicos ha emergido como un 
mecanismo muy importante por el cual los sistemas redox celulares controlan los 
procesos de señalización celular (revisado en (52)). 
 
Figura 7. Metabolismo de GSH 
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Los oxidantes fueron una vez considerados moléculas perjudiciales que causan daño y 
disfunción. Sin embargo ahora se sabe que estos se producen en situaciones de 
homeostasis con control regulado de su producción y que los propios oxidantes 
pueden actuar en la señalización redox (53). Los restos tiólicos de las cisteínas son 
particularmente sensibles a las reacciones redox de tal manera que pueden funcionar 
como sensores redox. Los tioles pueden interactuar con una gran variedad de 
oxidantes para formar en muchos casos modificación covalente reversible. Este 
mecanismo covalente, que incluye la formación de enlaces disulfuro, es el mecanismo 
más importante por el cual se puede controlar la función proteica (revisado en (54)).  
En la actualidad, se admite que los grupos sulfidrilos de las proteínas (P-SH) 
desempeñan diferentes funciones en la célula:  
i) Son responsables del mantenimiento de la estructura de las proteínas. 
 
ii) Funcionan como tampón redox en la célula. Aunque la cisteína es uno de los 
aminoácidos menos abundantes, la concentración de P-SH total en la célula 
(10-30mM), supera la concentración de GSH (1-10mM) (55). 
 
iii) Tienen una participación esencial en la modulación de la actividad enzimática y 
de las cascadas de señalización actuando como interruptores redox (56, 57). 
Para esto, es esencial que la oxidación tenga lugar en P-SH concretos de 
proteínas específicas y que esta oxidación sea rápida y reversible (58). 
En principio, todos los grupos P-SH son posibles blanco de oxidación por las EROs, sin 
embargo, el entorno de algunos de ellos permite que tengan un pKa más bajo que en 
la cisteína libre, pudiendo estar a pH fisiológico en forma de ión tiolato (P-S-), que es la 
forma más reactiva (21). 
Oxidación de tioles 
Los tioles pueden formar productos de sulfoxidación como son los ácidos sulfénico 
(SOH), sulfínico (SO2H) o sulfónico (SO3H), así como diferentes tipos de disulfuros, 
inter- o intramoleculares (P-S-S-P) y disulfuros mixtos proteína-glutatión (P-S-S-G) (37). 
El anión tiolato (S-) pero no el tiol (-SH) puede oxidarse rápidamente a sulfénico, que es 
relativamente reactivo, y reaccionar para formar rápidamente un disulfuro con un tiol 
cercano. Los oxidantes fuertes oxidarán el ión tiolato a sulfínico o sulfónico. Esta 
diferencia en la generación de la formación de tiol oxidado es la base fundamental 
para distinguir señalización redox de estrés oxidativo. Algunas de estas formas de 
oxidación, como los disulfuros, los ácidos sulfénicos, y en algunos casos, los sulfínicos, 
son reversibles y por tanto, son adecuados para participar en la regulación redox de las 
células (37). En cambio los ácidos sulfónicos son formas de oxidación irreversibles que 
requieren la síntesis de novo de la proteína para la restauración de la función. Aunque 
la formación de ácidos sulfénicos pueden ser la forma inicial de la oxidación de tioles 
en muchas proteínas, los P-S-S-G (proteína-glutatión) son probablemente el 
intermediario más estable en los procesos de señalización redox (59). 
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Detección de tioles oxidados 
Estudios previos encaminados a estudiar proteínas con tioles oxidados (60-62) llegaron 
a la conclusión que muchos tioles proteicos se oxidan durante la preparación de los 
extractos de proteínas para 2-DE. Este es el motivo por el cual en estos estudios 
resultó difícil detectar cambios en el número de tioles reducidos después de un 
tratamiento generador de estrés oxidativo. La combinación de la 2-DE y 
espectrometría de masas con el marcaje específico de los tioles oxidados supone un 
avance hacia el conocimiento de los cambios que ocurren en las proteínas afectadas 
por este tipo de estrés. Un procedimiento de detección de tioles oxidados descrito 
como alternativa a la cuantificación de tioles reducidos consiste en la combinación del 
bloqueo con N-etilmaleimida (NEM) de los tioles que de forma nativa están reducidos, 
seguido por la reducción de los tioles oxidados con DTT y el consiguiente marcaje por 
etiquetado con 5-iodoacetamidofluoresceína (IAF). La Figura 8 muestra un esquema 
del proceso. Este método de marcaje, que es el que se emplea en esta tesis, permite la 
detección únicamente de grupos tiólicos oxidados que son restaurados por DTT (P-S-S-
P y P-S-S-G) (61, 62). 
 
 
Figura 8. Bloqueo secuencial de tioles para marcaje de las cisteínas oxidadas. 
Factores de transcripción y estado redox 
Los factores de transcripción son un grupo de proteínas que se une a una secuencia 
consenso en la región del promotor de los genes activando o reprimiendo la expresión 
de los mismos. Los factores de transcripción están sujetos a una regulación 
transcripcional y postraduccional. La regulación redox de estos factores de 
transcripción se realiza a través de cascadas de transducción de señales y modificación 
de cisteínas conservadas (63). A nivel transcripcional el efecto más significativo de los 
agentes oxidantes y los metales en las rutas de señalización se han observado en la 
ruta de las MAP quinasas mediante la activación de factores de transcripción (64). 
Estos factores controlan la expresión de genes de protección que reparan el daño al 
DNA, potencian el sistema inmune, detienen la proliferación de células dañadas e 
inducen apoptosis. 
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Los factores de transcripción se componen de dos regiones esenciales: el dominio de 
unión al DNA y el dominio de transactivación. La interacción de los factores de 
transcripción con los componentes del aparato transcripcional (RNA polimerasa) y con 
otras proteínas reguladoras puede regularse por estímulos fisiológicos, terapéuticos y 
patológicos. Su sensibilidad a ciertos estímulos es variable y depende de su estructura 
proteica y su capacidad para sufrir modificaciones a través de fosforilación, 
glicosilación u oxidación (dependiendo de su estado redox intracelular) (65). 
Algunos factores de transcripción como el factor de transcripción AP-1 (activator 
protein 1), proteína 53 (p53), c-Myc, NF-kB, etc contienen en su estructura cisteínas 
conservadas sensibles a oxidación redox de sus grupos tiólicos que aseguran su unión a 
zonas específicas del DNA. Esta interacción ocurre a través de enlaces de hidrógeno 
entre los tioles libres de los factores de transcripción y las bases del DNA (63). 
AP-1, p53 y c-Myc 
AP-1 es uno de los primeros factores de transcripción conocidos en mamíferos 
específicos de secuencia (66). AP-1 se conoció primeramente como el factor de 
transcripción inducido por 12-O-tetradecanoil-forbil-13-acetato (TPA), a pesar que el 
elemento de respuesta a TPA (TRE) se identificó como sitio de unión a AP-1 en muchos 
genes celulares y virales (67). AP-1 pertenece al grupo de proteínas que contienen una 
región rica en aminoácidos básicos próxima a otra rica 
en leucina que puede formar el motivo estructural 
denominado cremalleras de leucina (bZIP). Esta 
estructura es fundamental para la formación de dímeros 
de unión al DNA (Figura 9). Este dominio se encuentra 
tanto en miembros de Jun, Fos como en las proteínas 
ATF las cuales son otras familias de factores de 
transcripción. En AP-1 proteínas de la familia Fos (c-Fos, 
FosB, Fra-1 y Fra-2) forman heterodímeros con los 
miembros de la familia Jun (c-Jun, JunB y JunD). AP-1 
puede también estar formado por homodímeros de la 
familia Jun.  
La función de AP-1 también es dependiente de su unión 
con el DNA. AP-1 se regula a múltiples niveles, 
incluyendo la regulación transcripcional y la 
modificación postraduccional. La modificación postraduccional más común que regula 
la actividad biológica de AP-1 es la fosforilación. AP-1 se fosforila por las proteínas 
MAPK (Figura 10). Otra modificación postraduccional que regula la actividad de AP-1 es 
la ubiquitinización ya que marca las proteínas para su degradación en el proteasoma 
(68). Además, existe una regulación redox de la unión de AP-1 al DNA. Esta regulación 
se produce gracias a REF-1 (factor redox 1) el cual interviene en la formación de 
puentes disulfuro entre cisteínas específicas conservadas situadas en el dominio de 
transactivación del factor AP-1 que favorece una correcta unión al DNA (revisado en 
(52)). REF-1 a su vez es una proteína regulada por TRX1 (8, 9, 69, 70). 
La actividad de AP-1 se induce en respuesta a ciertos metales en presencia de H2O2, al 
igual que por algunas citoquinas y otros tipos de estreses físicos y químicos. La 
 
Figura 9. Motivo estructural 
bZIP presente en muchos 
factores de transcripción 
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activación por estrés oxidativo está mediada y regulada principalmente por las 
cascadas JNK y p38 MAPK (71). Los factores de estrés activan a las MAP quinasas y de 
ese modo el factor AP-1 en varias formas siendo una de ellas la que incluye una MAPK 
denominada como quinasa reguladora de la señal de apoptosis (ASK-1)/TRX (Figura 10) 
regulada a su vez por un mecanismo redox (72). 
Otra forma de activación ocurre mediante la inhibición por oxidación de la fosfatasa de 
MAPK. Se ha demostrado que c-Fos y c-Jun son reguladores positivos de la 
proliferación celular (73). Una variedad de compuestos como radicales libres, 
genotóxicos y compuestos que favorecen la aparición de tumores (metales, 
tetracloruro de carbono, fenobarbital, TPA, TCDD, alcohol, radiación ionizante, 
asbestos) alteran la expresión de los genes c-fos y c-jun (74). Además de afectar a la 
proliferación celular, las proteínas AP-1 también funcionan como reguladores de la 
apoptosis. Si AP-1 favorece o no a la apoptosis depende sobretodo del balance entre 
genes diana pro- y antiapoptóticos, de los estímulos usados para activar AP-1 y, por 
supuesto, de la duración de esos estímulos. También se ha encontrado que AP-1 
 
Figura 10. Regulación redox de la actividad de Jun y Fos por mediación de TRX/ASK-1 vía MAP 
quinasas. 
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participa en la transformación oncogénica a través de la interacción con oncogenes 
activados como H-ras (64). 
La expresión de c-fos está sujeta a una regulación muy sutil a múltiples niveles. El gen 
c-fos se somete a una activación transcripcional puntual y rápida en respuesta a una 
variedad de estímulos (75). Tanto el transcrito como la proteína c-Fos tienen vidas 
medias muy cortas (elevadas tasas de recambio) (76, 77). Además cuando la proteína 
c-Fos se sobre-expresa, el gen c-fos se reprime transcripcionalmente (78). 
La proteína p53 es un factor de transcripción cuyo papel fundamental es el de supresor 
de tumores. Este factor de transcripción se activa por radiación UV, radiación gamma y 
estrés oxidativo (79). La proteína se regula postraduccionalmente por estrés oxidativo 
mediante oxidación de algunas cisteínas que son críticas para la unión de p53 al DNA. 
La regulación redox de p53 también se modula a través de REF-1/TRX (80). La 
apoptosis mediada por p53 correlaciona bien con la presencia de EROs (81). 
Las proteínas Myc son miembros de la familia de factores de transcripción “basic/helix-
loop-helix/leucine zipper”, implicadas en la regulación de la proliferación celular, 
diferenciación y apoptosis. c-Myc se expresa en muchos tipos celulares incluyendo 
progenitores tempranos de médula ósea y linfocitos B inmaduros. La desregulación de 
la expresión de c-myc está implicada en el desarrollo de distintas patologías, en ratón y 
en humanos, por ejemplo, en enfermedades cardiovasculares, linfoma de Burkitt, 
cáncer de mama o de pulmón (82). Por otra parte c-Myc participa en la homeostasis de 
GSH mediante la regulación de γ-GCL (50, 83). 
El ratón como organismo modelo 
El uso de modelos animales es esencial en investigación. El ratón común o ratón de 
laboratorio, Mus musculus, es el animal más utilizado en experimentación debido a la 
gran similitud fisiológica y genética que guarda con el hombre (84). Es, además, muy 
popular por su breve periodo gestacional, abundancia de crías, fácil manejo, su 
pequeño tamaño y su bajo coste de mantenimiento. Otra característica resaltable de 
M. musculus es su mayor tolerancia a la endogamia en comparación con otras especies 
de mamífero. Asimismo, su vida relativamente corta le convierte en un excelente 
candidato para su uso en ensayos crónicos de distinta índole (toxicológicos, 
oncológicos, inmunológicos, etc.) (84, 85). 
Desde el año 2002 se conoce la secuencia completa del genoma de ratón (86) y la 
anotación funcional de genes lo que permite establecer comparaciones con los 
genomas de otros mamíferos, entre ellos el hombre (84). Aunque el genoma de ratón 
es un 14% más pequeño que el genoma humano (2.500 vs 2.900 Mb), M. musculus y 
Homo sapiens tienen aproximadamente unos 30.000 genes cada uno. Considerando un 
40% de identidad en las secuencias nucleotídicas de los 2 genomas, el 99% de los 
aproximadamente 30.000 genes que codifican proteínas en ratón, tienen una 
secuencia homóloga en el genoma humano (87). El genoma de ratón está estructurado 
en 20 pares de cromosomas (19 pares de autosomas más un par de cromosomas 
sexuales) frente a los 23 pares de cromosomas de la especie humana (revisado en 
(88)). Además es notable el elevado grado de sintenia entre los 2 genomas, es decir, 
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aproximadamente el 90% de los genomas de ratón y humano localizan en regiones en 
las que el orden de los genes en los cromosoma se conserva en ambas especies (87). 
El desarrollo de gran variedad de procedimientos técnicos y metodológicos también ha 
facilitado que el ratón se imponga como uno de los modelos animales más populares. 
Entre estos procedimientos destaca el establecimiento de líneas celulares derivadas de 
diferentes órganos y tejidos, así como la posibilidad de cultivar in vitro células 
embrionarias totipotentes (ES) de ratón (84).  
 
Figura11. Ratón de laboratorio Mus musculus y línea celular Hepa1-6. 
Las líneas celulares estables son valiosos modelos en investigación y aunque no 
siempre pueden reemplazar a los ensayos in vivo, los experimentos in vitro son una 
alternativa válida que reduce el sacrificio de animales de experimentación. Además los 
estudios in vitro con cultivos celulares permiten un control riguroso de los factores 
físico-químicos del medio y de las condiciones ambientales en las que se produce el 
crecimiento. Esta característica confiere una gran homogeneidad a las muestras, 
reduciendo el número de réplicas necesarias, simplificando el análisis estadístico del 
estudio y soslayando el problema de la variabilidad interindividual asociada al uso de 
animales de experimentación (89). No obstante, las células en cultivo están sometidas 
a estímulos distintos a los de las células in vivo. Carecen, entre otros factores, de una 
verdadera estructura tisular y de los componentes sistémicos implicados en la 
regulación de la homeostasis in vivo, como son el sistema nervioso, endocrino e 
inmune. Sin embargo, esta mayor simplicidad supone en muchos casos una ventaja 
que convierte a los ensayos in vitro en esenciales en investigación y muy útiles para 
comprender y explorar los mecanismos implicados en los diferentes procesos 
celulares. Entre las diferentes líneas celulares establecidas, la línea Hepa 1-6, derivada 
de hepatocarcinoma de ratón y que mantiene actividades hepáticas específicas (90) y 
la línea NIH 3T3, procedentes de fibroblastos embrionarios, son utilizadas como 
modelo in vitro en una gran variedad de estudios (91-95). 
El ratón de campo Mus spretus 
Es un múrido de pequeño tamaño, que habita la porción occidental de la Europa 
mediterránea y norte de África. Sus escasos requerimientos hídricos le permiten 
ocupar ambientes más áridos e inaccesibles para otros roedores. Es un animal 
sedentario, con un campo de acción de 25 a 107 m. Su ciclo reproductor es estacional, 
en el sur de España el período de reposo sexual es invernal, entre noviembre y febrero, 
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mientras que la actividad reproductora se desarrolla el resto del año. Las hembras 
alcanzan la madurez sexual entre las 6 y 7 semanas de vida y los machos algo más 
tarde, a partir de las 8 semanas. El número de embriones por camada varía de 2 a 10, 
siendo 5 el valor más frecuente. La gestación dura 21 días y habitualmente se suceden 
varios partos durante la temporada de cría. Su dieta muy variada incluye cualquier tipo 
de alimento disponible: vegetales, insectos y pequeños invertebrados. Vive en grupos 
familiares, de número de integrantes y tamaño territorial variable y relacionado con la 
calidad del hábitat. Es una especie nocturna, con picos de actividad tras el ocaso y 
antes del alba, aunque en invierno también se hace diurna. Es depredado por 
numerosas especies: rapaces diurnas y nocturnas, mamíferos carnívoros y ofidios (96). 
Las características anteriores, unidas a que se trata de una especie no protegida y a 
que existe una estrecha relación filogenética con Mus musculus han convertido a Mus 
spretus en un organismo excelente para uso en estudios de contaminación ambiental 
(95, 97-101).  
Contaminantes y agentes oxidantes ambientales 
La contaminación constituye un serio problema y supone una amenaza el bienestar de 
personas, de los ecosistemas, y es responsable de muchas enfermedades humanas. Se 
calcula que hay registradas unos 17 millones de sustancias químicas, la mayoría de 
ellas sintetizadas a partir del siglo pasado. Según la OCDE, en nuestros días cada año se 
suman 1.500 productos nuevos a los más de 150.000 compuestos en uso. Alrededor de 
11.000 de ellos se producen en cantidades suficientes para constituir una amenaza al 
medio ambiente, por lo que es necesario medir o valorar su riesgo potencial antes de 
que sean autorizados de forma definitiva (102).  
Los efectos de los contaminantes en el medio ambiente pueden ser de ejecución lenta, 
a veces solo resultan aparentes tras largos periodos de exposición. Por esta razón, el 
seguimiento medioambiental se ha convertido en algo de vital importancia para 
detectar donde ocurre, los contaminantes implicados, y su efecto sobre los seres vivos 
(103). 
La entrada de contaminantes al ecosistema puede ser por (i) vía accidental 
(catástrofes) o (ii) deliberada (actividad humana, agricultura, ganadería, residuos 
urbanos, etc). Los compuestos liberados en un lugar determinado, normalmente se 
distribuyen por otros puntos del ecosistema acuático o terrestre y su degradación 
puede ser de naturaleza físico-química o bien, pueden ser degradados por 
microorganismos. Si no se degradan pueden persistir en el ecosistema durante largos 
periodos incorporándose a los organismos que habitan en él, y si no son 
metabolizados, persisten en los tejidos y pueden ser transferidos al próximo nivel 
trófico. 
Los contaminantes pueden ser de naturaleza orgánica o inorgánica. Entre estos últimos 
destacan los metales que, a pesar de ser sustancias naturales, habitualmente se 
consideran sustancias contaminantes ya que aparecen en el medio ambiente en altas 
concentraciones asociadas a actividades humanas. Los metales están considerados 
como elementos importantes en situaciones de estrés oxidativo tanto ejerciendo 
funciones prooxidantes como antioxidantes. Las acciones prooxidantes de los metales 
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incluirían múltiples mecanismos, mientras que las acciones antioxidantes estarían 
esencialmente asociadas a las enzimas antioxidantes de las que forman parte, excepto 
el caso del zinc que ha sido propuesto como un antioxidante per se. Los metales que 
constituyen nutrientes esenciales para los seres humanos tienen un peligroso “doble 
efecto”, ya que tanto su deficiencia como su sobrecarga pueden afectar la salud. La 
alimentación es un factor importante y se debe evitar tanto el exceso dietario como la 
suplementación farmacológica inadecuada. 
Los múltiples mecanismos involucrados en la acción prooxidante de los metales se 
pueden organizar en tres grupos: a) metales que promueven la formación de especies 
activas del oxígeno (EAOs), b) metales que reaccionan con grupos tioles y c) otros 
mecanismos. Numerosos estudios han mostrado que existe un grupo de metales, 
como hierro (Fe), cobre (Cu), cromo (Cr) y vanadio (V) que exhiben actividad 
prooxidante, siendo su mecanismo básico la producción de EROs (104). Las evidencias 
señalan que los metales como Fe, Cr y V pueden actuar como agentes catalíticos en la 
reacción de Fenton, promoviendo la formación del radical hidroxilo (OH•). 
Un segundo grupo de iones metálicos, como los de mercurio (Hg), níquel (Ni), plomo 
(Pb) y cadmio (Cd) no parecen por sí mismos generar radicales libres, sin embargo, su 
toxicidad está asociada a peroxidación lipídica, oxidación del DNA y niveles 
aumentados de peróxido de hidrógeno, entre otras evidencias de daño oxidativo (105-
107). Los resultados experimentales sugieren que la disminución en los niveles de 
glutatión y de grupos tioles unidos a proteínas desempeña un papel importante en las 
manifestaciones tóxicas mediadas por este grupo de metales, pero podría haber otras 
explicaciones posibles que están siendo estudiadas. 
La contaminación con metales está relacionada con la actividad humana bien porque 
altera los ciclos biogeoquímicos o porque aumenta la concentración de dichos metales. 
La minería es la actividad humana que más metales libera gracias a la extracción de los 
mismos de rocas, produciendo a menudo daño ambiental (103). Los desechos se 
almacenan en grandes balsas a la intemperie donde sufren alteraciones químicas que 
generan disoluciones ácidas que posteriormente son filtradas por el suelo, sedimentos 
y agua. 
La elevada concentración en el medioambiente tiene un terrible impacto en animales, 
plantas y microorganismos. Se encuentra muy relacionada con la aparición de 
enfermedades cardiovasculares, daño hepático, cáncer y desórdenes neurológicos. Los 
metales tóxicos ejercen su toxicidad de muchas formas: (i) desplazando a metales 
esenciales de sus sitios normales de unión (p.ej. cadmio compite con zinc), (ii) 
inhibición de la actividad enzimática y (iii) alterando la estructura de ácidos nucleicos 
(revisado en (108)). 
Otro grupo importante de contaminantes son los policlorobifenilos (PCBs) y dioxinas. 
Los PCBs son contaminantes orgánicos polihalogenados usados en la actividad 
industrial por el hombre. Hay más de 200 PCBs distintos y todos se caracterizan por 
tener baja solubilidad en agua y alta en disolventes orgánicos de baja polaridad, 
aceites y lípidos biológicos, factor importante que permite que se acumulen en 
membranas biológicas siendo de muy difícil eliminación (109). Las dioxinas son 
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productos de desecho generados en procesos de combustión en el que participa el 
cloro. Son muy estables y son muy difíciles de eliminar del medioambiente.  
Los hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAHs) son una familia de hidrocarburos con 
varios anillos bencénicos. Se generan por combustión incompleta de los derivados del 
petróleo. Las principales fuentes de PAHs son los procesos industriales, generación de 
energía, combustión, etc. Son lipofílicos, semivolátiles y fácilmente bioacumulables. El 
benzopireno y benzoantraceno son potentes mutágenos y carcinogénicos que se 
activan por las enzimas biotransformadoras (110). 
Los plaguicidas ampliamente utilizados en la agricultura intensiva, poseen naturalezas 
muy distintas (orgánicos e inorgánicos, naturales, sintéticos). Los más importantes son:  
i) Organoclorados, muy insolubles en agua, muy persistentes y bioacumulables. 
Destaca el diclorodifeniltricloroetano (DDT). Su uso está prohibido. 
ii) Organofosforados, derivados del ácido fosfórico y tiofosfórico, con alto poder 
insecticida y con capacidad de inhibir la enzima acetilcolinesterasa (111). Destacan 
el malatión, paratión y dimetoato. Poseen baja persistencia y escasa 
bioacumulación. 
iii) Carbamatos. Derivados del ácido carbámico (H2N-COOH) que inhiben a la enzima 
acetilcolinesterasa. Se suelen usar cuando con los organofosforados no son 
efectivos. Poseen baja persistencia y escasa bioacumulación (111). 
Estrés medioambiental y patrones de expresión proteica: Ecotoxi-
proteómica. 
Los estudios proteómicos que se han realizado en respuesta a estrés celular ambiental 
y en la clasificación funcional de las proteínas que incrementan en repuesta a dicho 
estrés han demostrado que existe una convergencia hacia un grupo común de 
proteínas que se inducen por estrés en una amplia variedad taxonómica (revisado en 
(112)). Durante la respuesta homeostática las células responden a la variación 
medioambiental para mantener las funciones celulares básicas de tal manera que se 
requieren respuestas compensatorias que son específicas del estrés generado y del 
daño celular (113). 
La valoración del riesgo de los niveles de contaminantes puede lograrse por el análisis 
de rutas mediante las cuales los contaminantes entran al ecosistema y se acumulan a 
lo largo de la red trófica. El análisis de los biomarcadores moleculares de 
contaminación convencionales es muy útil ya que al ser sistemas de alerta temprana 
avisan previamente de la presencia de contaminantes antes de que el daño sea 
irreparable. Entre ellos se incluyen la inducción de sistemas antioxidativos o 
biotransformadores, la expresión de sus correspondientes genes, los niveles de 
biomoléculas dañadas o el aumento de actividad de los mecanismos de reparación 
(114). El estudio de este tipo de biomarcador debe ir acompañado de un análisis de los 
contaminantes presentes en el medio, pues el uso de estos biomarcadores 
moleculares convencionales requiere un conocimiento previo de la naturaleza y 
mecanismos de acción de éstos. 
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No obstante, los ensayos de ecotoxicología están restringidos a la detección de 
compuestos individuales, o a lo sumo, a un grupo de mezclas de tóxicos (111). Esto 
plantea un problema a la hora de pretender tener un conocimiento real del estado de 
la contaminación en un entorno, pues en muchas ocasiones, los organismos de 
ecosistemas acuáticos y terrestres están expuestos a complejas mezclas de 
contaminantes (metales, PCBs, PCDDs, PCDFs…). En ecosistemas agrícolas los 
organismos suelen habitar zonas con presencia de mezclas de pesticidas y fertilizantes. 
Es razonable asumir que la toxicidad de las mezclas se aproxima a la suma de las 
toxicidades de sus componentes individuales aunque es posible que haya efectos 
sinérgicos (111).  
Los estudios proteómicos usados para estudios de contaminación ambiental se basan 
en el análisis de los Perfiles de Expresión Proteica (PES, “protein expresión signatures”) 
a través de electroforesis 2D. El análisis proteómico completo consta de dos partes. (i) 
Buena separación de proteínas del tejido en un formato adecuado para su análisis. 
Este paso no necesita conocer la identidad de las proteínas. (ii) Identificar las proteínas 
que presenten cambios en su expresión, bajo determinadas condiciones o respecto a 
un control (115). 
Dado que la proteómica abarca el estudio de las proteínas expresadas bajo unas 
condiciones específicas en una célula o tejido (116), está puede servir para identificar 
proteínas cuya expresión se altere por la presencia de contaminantes sin requerir el 
conocimiento previo de su naturaleza y mecanismos de toxicidad que requiere el uso 
de los biomarcadores moleculares convencionales. Además puede ser útil en el análisis 
de zonas afectadas por distintas fuentes de contaminación. 
A pesar de los factores físicos y biológicos, los patrones de expresión proteica  
responden específicamente a los contaminantes dado que los estudios proteómicos se 
diseñan para minimizar factores diferentes de los efectos de la contaminación. Muchas 
proteínas identificadas en estudios de proteómica ambiental se relacionan 
directamente con la contaminación. El estudio de expresión diferencial de proteínas en 
situaciones medioambientalmente diferentes puede servir como biomarcador de 
contaminación, sin necesidad de establecer la identidad de las proteínas. Bradley y 
colaboradores mostraron alteraciones de los PES tras el análisis 2-DE de Mytilus edulis 
expuestos a contaminantes (117). López-Barea y colaboradores identificaron proteínas 
con expresión alterada en chirlas expuestas a distintos contaminantes (118); se han 
encontrado cambios en la expresión proteica en coquinas de fango de distintas zonas 
del estuario del Guadalquivir (119) y en ratón moruno capturados en Doñana y zonas 
circundantes (97).  
Aunque estas aproximaciones son válidas, el paso siguiente tras obtener los patrones 
de expresión diferencial de proteínas, sería la identificación de las proteínas para 
utilizarlos como nuevos biomarcadores de contaminación y ampliar el conocimiento de 
los mecanismos de toxicidad de los contaminantes. Asumiendo las deficiencias 
actuales, la ecotoxiproteómica proporciona un enfoque poderoso para evaluar los 
efectos biológicos de los contaminantes emergentes y para desarrollar perfiles de 
biomarcadores integrales. 
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Zonas potencialmente contaminadas en el sudoeste de Andalucía 
Tanto la actividad industrial como la agrícola generan contaminante orgánicos e 
inorgánicos que tienen impacto en el medio ambiente. En el sudoeste andaluz existen 
diversos puntos en los cuales la contaminación debida a la actividad humana es muy 
alta. Una de estas zonas es el entorno de la zona industrial de la ciudad de Huelva 
(Figura 12, 24) conocida como “Polo Químico de Huelva” dentro de la cual existen 
áreas muy afectas por la contaminación. 
El Estero de Domingo Rubio está enclavado en el litoral suratlántico ibérico como parte 
integrante de las marismas del Odiel. El estero se localiza en un pequeño valle 
inundable conectado por un canal mareal meandriforme al margen izquierdo del rio 
Tinto, justo antes de su confluencia con el rio Odiel. Es un sistema típico de marisma 
sometido a clara influencia mareal en el curso bajo con aporte sedimentario de arroyos 
tributarios y de drenajes de material fino procedente de explotaciones de áridos. El 
curso medio y alto se ha modificado a un ambiente lacustre, de drenaje deficiente, lo 
que determina unas características hidrodinámicas y ecológicas contrastadas con 
respecto al tramo inferior. 
El estero está sometido a múltiples influencias ambientales de origen antrópico. Como 
fuentes de contaminación de esta zona nos encontramos que el curso bajo está 
influenciado por: 
(i) El sistema fluvial Tinto-Odiel que recibe aguas ácidas y sulfatadas derivadas de la 
oxidación de la pirita procedente de industria minero-metalúrgica. Son aguas rojizas 
con alta cantidad de metales pesados. Además recibe los desechos de la actividad 
industrial del Polo Químico de Huelva. 
(ii) Las balsas de fosfoyesos en la Punta del Sebo (Huelva). Estas balsas contienen 
fosfoyeso, un subproducto generado en el tratamiento de rocas fosfóricas para la 
producción industrial de ácido fosfórico. Tiene contenidos variables de fosfato de 
hierro y residuos de fosfatos de cobre. Además, en estas balsas se acumulan ácidos 
débiles, metales pesados (Cu, Pb, As, Cr, Zn y U) y desechos radiactivos. 
Por otra parte, en el curso medio y alto, el estero de Domingo Rubio recibe 
contaminantes procedentes de la industria química y petroquímica (polígono Nuevo 
Puerto) y de la actividad agrícola (cultivos de fresas), respectivamente. 
Otra zona muy contaminada pero exclusivamente por la actividad agrícola es la zona 
de mayor producción de arroz de España, el arrozal de las marismas del Guadalquivir, 
en la población de Villafranco del Guadalquivir (Isla Mayor) (Figura 13), en la zona 
suroccidental de la provincia de Sevilla. En torno a 28.000 hectáreas (80% de la 
superficie del arrozal) se encuentra dentro de los límites de Doñana. Desde el punto de 
vista económico ha supuesto una importante fuente de riqueza en la zona pero desde 
un punto de vista conservacionista los arrozales tienen efectos negativos sobre todo 
en la grave polución de pesticidas y agroquímicos que drenan al Parque de Doñana y a 
las zonas limítrofes, los cuales en algunas situaciones han ocasionado gran mortalidad 
de aves. En el cultivo de arroz es frecuente el uso de los pesticidas malatión y la mezcla 
al 50% de malatión y triclorfon, para combatir las plagas de los planteles del arroz, lo 
que afecta a las poblaciones del cangrejo de rio americano, Procambarus clarkii (120). 
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Figura 12. Imagen satélite zona industrial de Huelva. 
 
Figura 13. Imagen satélite de la zona del arrozal de las marismas del Guadalquivir. 
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Los objetivos de esta tesis han sido estudiar los cambios de expresión génica en ratón 
en respuesta a situaciones de estrés oxidativo e investigar el papel que desempeñan 
en dichos cambios los dos principales sistemas celulares responsables del 
mantenimiento del estado redox. 
Los objetivos concretos abordados han sido los siguientes: 
1.- Estudio de los cambios de expresión génica a nivel de transcritos de los 
componentes del factor de transcripción AP-1 en ratones de laboratorio Mus musculus 
expuestos a paraquat. Identificación y caracterización de una variante alternativa de 
splicing del transcrito primario del gen c-fos. 
2.- Estudio de los cambios de expresión génica a nivel proteómico en ratones de vida 
libre de la especie Mus spretus que habitan en ecosistemas contaminados. 
3.- Estudio de las consecuencias del estrés oxidativo generado por el silenciamiento 
simultáneo de PRDX1, PRDX3 y GCLC y/o el tratamiento con glucosa oxidasa en el 
proteoma redox de células de ratón. 
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En este capítulo estudiamos como varía en M. musculus la expresión de genes 
componentes del factor de transcripción AP-1 así como proto-oncogenes relacionados, 
en respuesta a estrés oxidativo inducido por paraquat. En concreto se estudiaron los 
componentes de la familia Fos c-fos, fra1, fra2, fosB y ΔfosB, los componentes de la 
familia Jun c-jun, junB y junD, y los protooncogenes p53 y c-myc. El estudio se llevó a 
cabo in vivo, mediante administración, en una dosis única intraperitoneal, del agente 
inductor de estrés. El análisis de la expresión génica se realizó mediante RT-PCR en 
tiempo real y en tres órganos, riñón, pulmón e hígado. 
El primer paso en la realización de un estudio de este tipo es el diseño de los 
cebadores apropiados y la comprobación de que éstos amplifican únicamente el 
fragmento esperado según la secuencia conocida del gen. Durante esta fase del 
trabajo observamos que todos, salvo la pareja de cebadores correspondientes a c-fos, 
amplificaban un fragmento único. Investigaciones posteriores realizadas sobre este 
gen que incluyeron el diseño de una batería de cebadores estratégicamente 
distribuidos a lo largo de la secuencia del mismo nos llevó a descubrir la existencia de 
una forma de splicing alternativa a la descrita previamente para el transcrito primario 
de este gen. Este transcrito alternativo de c-fos, al que denominamos c-fos-2, podría 
conducir a la síntesis una forma truncada de la proteína. El interés por esta forma de c-
Fos carente del extremo carboxi-terminal se incrementa dado que de otro miembro de 
la familia Fos, FosB, existe una forma truncada (ΔFosB) con una relevante función 
fisiológica (121). Estos resultados fueron publicados en BMC Molecular Biology en 
2007 (122). 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Diseño de cebadores 
El diseño de los cebadores constituye un punto clave en la cuantificación absoluta de 
transcritos por RT-PCR en tiempo real. El diseño de los mismos fue asistido por el 
programa Oligo 6.1 (Molecular Biology Insight) en base a las secuencias existentes en 
la base de datos de GenBank del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Los 
requisitos exigidos fueron: (i) una elevada Tm (en torno a 82°C) que evita hibridaciones 
inespecíficas con diferencias menores de 1⁰C entre las Tm de los cebadores de la 
misma pareja, (ii) valores óptimos de ΔG en su extremo 3’ (≥ -3 Kcal/mol) y ausencia de 
formación de lazos y/o dímeros estables (ΔG ≥ -8 Kcal/mol). El producto de la reacción 
de PCR para cada pareja de cebadores fue verificado por electroforesis en geles de 
agarosa y secuenciación del fragmento amplificado. Todos los transcritos analizados 
amplificaron con una eficiencia de 1 (100%) y con alta linealidad en el rango de 0,02 a 
200 ng de RNA total (123). 
Se diseñaron cebadores específicos para la cuantificación de los transcritos de c-fos, 
fra1, fra2, fosB, c-jun, junB, junD, p53 y c-myc. Los datos referentes a los cebadores 
diseñados se recogen en la Tabla 1. 
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Tabla1 .Secuencias de cebadores para RT-PCR. 
gen 
Longitud 
cebador 
Secuencia cebador Recta eficiencia R2 Eficiencia 
c-jun 
22 5´-TCGGGCTGCTCAAGCTGGCGTC-up  
y=-3.0307x+31.089 0.987 1.08 
22 5´-CGGCGAAGCCCTCCTGCTCGTC-lw 
junB 
22 5´-TGGAGGTACAGGGGGCGGCGTC-up 
y=-3.1755x+27.559 0.981 1.06 
22 5´-TGGGGGGCGTCACGTGGTTCAT-lw 
junD 
19 5´-GCGGGTGCGTCGAGCGTC-up 
y=-3.1242x+35.627 0.937 1.08 
20 5´-TCAATCCCGCCGCTCCCTGC-lw 
c-fos 
28 5´-CGGAATCGGAGGAGGGAGCTGACAGATA-up 
y=-3.185x+31-184 0.996 1.06 
28 5´- TCGGTGGGCTGCCAAAATAAACTCCAGT-lw 
fosB 
26 5´-GCCGAGGTGAGAGATTTGCCAGGGTC-up 
y=-3.0307x+31.089 0.991 1.13 
21 5´-AGCCGTCAGGTTGGGGGGTGC-lw 
fra1 
25 5´-CCTTGAGCTGGTGCTGGAAGCCCAT-up 
y=-3.1211x+28.068 0.993 1.09 
20 5´-CGGGGGCTGGTGGGCTGCTA-lw 
fra2 
20 5´-CAGCCCCGAGGAACGCCGAT-up 
y=-3.2436x+27.59 0.963 1.03 
23 5´-CGCTGGGTCTTGTCCATCCCTGC-lw 
P53 
26 5´-TCGCCACAGCGTGGTGGTACCTTATG-up 
y=-3.3156+26.649 0.993 1.00 
26 5´-CTGTCCCGTCCCAGAAGGTTCCCACT-lw 
c-myc 
27 5´-TCCTCAAGAGGTGCCACGTCTCCACTC-up 
y=-3.4645x+28.657  0.992 0.94 
27 5´-CGCCTCTTGTCGTTTTCCTCCGTGTCT-lw 
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En todos los casos el producto de amplificación fue una banda discreta. En la figura 14 
se muestran como detalle las bandas de amplificación de algunos de los transcritos, 
p53, c-myc, junD. Por el contrario, resultó muy sorprendente la amplificación del 
transcrito c-fos con sus cebadores específicos ya que reveló la presencia de dos 
bandas. Un estudio posterior más profundo confirmó que ambas bandas 
correspondían a la forma normal y a una variante alternativa del mRNA de c-fos. Se 
presentará más adelante la caracterización de este transcrito. 
 
 
Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificación de PCR de 
algunos de los transcritos estudiados: p53, c-myc, y c-fos. 
Niveles basales de expresión de la batería de proto-oncogenes AP-1, 
p53 y c-myc en riñón, pulmón e hígado. 
La exposición de células y tejidos de mamíferos a estrés oxidativo externo induce la 
expresión de genes de respuesta temprana como son los de la familia Fos y Jun (124). 
El factor AP-1 se compone de miembros de la familia Fos (c-fos, fra1, fra2, fosB y 
ΔfosB) y Jun (c-jun, junB, junD) (75). Como paso previo al estudio del efecto del estrés 
oxidativo en la expresión de estos genes de respuesta temprana, se investigó la 
expresión basal de la batería de proto-oncogenes descritos en el apartado anterior en 
riñón, pulmón e hígado de ratones machos adultos. Todos los transcritos se 
cuantificaron por el método descrito previamente por nuestro grupo (123). Los 
resultados se muestran en la Figura 15. 
Todos los transcritos se detectaron en todos los tejidos estudiados pero en un número 
de copias distinto en cada uno de ellos. En general, los proto-oncogenes presentaban 
más abundancia en el pulmón, siendo c-jun, junB y p53 los transcritos mayoritarios. 
Este dato es consistente con los datos publicados en los cuales se afirma que c-jun es el 
mayor constituyente del factor de transcripción AP-1 en pulmón (125). Del mismo 
modo que en pulmón, p53, c-jun y junB se erigieron como los mRNAs más abundantes 
en riñón; mientras en hígado era junB el constituyente de AP-1 que 
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Figura 15. Expresión basal de los miembros del factor de transcripción AP-1 y de los proto-
oncogenes p53 y c-myc. 
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presentaba mayor número de moléculas. Los transcritos de fosB, junD y, salvo en 
pulmón, fra-1 fueron minoritarios respecto a los demás, no superando las 0,05 
moléculas de mRNA/pg RNA total. El nivel de expresión de estos transcritos 
minoritarios resultó varios órdenes de magnitud inferior al del resto de transcritos, así 
por ejemplo en riñón, el transcrito de fosB es 5100 veces menos abundante que el 
correspondiente a p53. Destacar que en pulmón el transcrito de fra-1, que en los otros 
tejidos es considerado minoritario, presenta una mayor abundancia llegando a 
alcanzar 1,21 copias de mRNA/pg RNA total. 
Tras comprobar que todos los transcritos se detectaron en los tres órganos realizamos 
el estudio de sus perfiles de expresión bajo condiciones de estrés oxidativo inducido 
por un oxidante como el paraquat (PQ). 
Perfiles de expresión tisular en condiciones de estrés oxidativo 
generado por PQ 
Los animales, ratones machos adultos, se trataron con 30mg de PQ/kg de peso, tal y 
como se indica en la sección de Materiales y Métodos. Se trataron 3 animales por 
tiempo de exposición.  
En los tres tejidos estudiados, riñón, pulmón e hígado, los perfiles de expresión de los 
genes que componen el factor AP-1 además de p53 y c-myc fueron muy diferentes. El 
órgano que presentó mayor número de cambios respecto a los niveles basales fue el 
riñón, seguido del hígado y pulmón.  
En riñón (Tabla 2) los genes que mostraron cambio de expresión en respuesta a PQ 
fueron c-jun, junB, c-fos, fra-1, fra2 y c-myc. c-jun, junB y c-fos presentaron un perfil de 
expresión dual, es decir, con máximo de expresión a las 0,5 h y posteriormente otro a 
las 2 h pero de menor intensidad. La respuesta más intensa a 0,5 h fue la de c-fos, que 
pasó de 0,10 a 3,62 moléculas de mRNA/pg RNA total (incremento de expresión de 
36,2 veces), seguida de c-jun (incremento de expresión de 8,2 veces) y junB 
(incremento de expresión de 4,1 veces). El perfil de expresión de c-myc también fue 
dual pero con máximo a las 2 h de tratamiento, pasando de 0,80 a 2,12 moléculas de 
mRNA/pg RNA total (incremento de 2,65 veces). En menor medida fra-2 respondió 
significativamente a PQ pero de forma más tardía, incrementándose el número de 
copias con el tiempo de exposición y alcanzando el máximo a 4 h (incremento de 2,52 
veces respecto al tiempo 0). fra-1 sólo incrementó significativamente el número de 
copias de mensajero a las 2 h de tratamiento.  
Se calcularon (Tabla 5) las probabilidades de correlación de los perfiles de expresión 
entre los distintos transcritos para asignar perfiles de expresión o parejas de 
dimerización de AP-1. Los valores de correlación más altos se obtuvieron entre c-
fos/junB (p = 0,9754) y entre c-fos/c-jun (p = 0,9686). La pareja c-jun/junB también 
mostró una correlación al (p = 0,9062) indicando que junB podría formar heterodímero 
tanto con c-jun como c-fos. No se detectó ninguna correlación directa con la expresión 
de otros proto-oncogenes. 
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Al contrario a lo que ocurría en riñón, en el pulmón los genes estudiados mostraron 
menos variación tras la exposición a PQ (Tabla 3) a pesar de que en este órgano se 
encontraron los niveles basales más elevados (Figura 2) y que en otros trabajos fue el 
órgano más sensible por la exposición a PQ (126). Únicamente p53 mostró cambios 
significativos de expresión superiores a 2 veces y ese cambio, al contrario de los 
encontrados en riñón, se debió a un descenso en el número de moléculas del 
mensajero correspondiente que pasó de 5,19 a 2,43 moléculas de mRNA/pg RNA total 
a la hora de tratamiento (descenso de 2,65 veces). Se detecta una elevada correlación 
positiva de expresión génica entre los genes que no responden al tratamiento (Tabla 
6). 
En cambio, el hígado (junto con el riñón) fue el órgano en el que se detectaron más 
cambios de expresión de los transcritos estudiados. Del mismo modo que ocurría en 
riñón, los proto-oncogenes cuyos niveles de expresión variaron más fueron los que 
pertenecientes a la familia Jun, c-jun y junB, además de c-fos y, en menor medida fra-2, 
y p53. fra-1 y c-myc sólo variaron significativamente a las 4 horas de tratamiento. La 
expresión de c-jun alcanzó un máximo de expresión a las 0,5 horas pasando de 0,5 a 
8,3 moléculas de mRNA/pg RNA total (incremento de 16,6 veces). Del mismo modo 
que ocurría en riñón la cantidad de este mRNA cayo hasta las 2 copias de mRNA/pg 
RNA total y se mantiene prácticamente constante hasta el final de la exposición a PQ. 
junB al igual que c-jun, presentó un perfil de expresión muy similar, con un máximo de 
expresión de 3,7 moléculas de mRNA/pg mRNA total a 0,5 horas de tratamiento 
(incremento de 4 veces). Posteriormente el número de copias de mRNA descendió 
hasta 1,4-2 moléculas de transcrito en los tiempos más largos de exposición a PQ. De 
hecho, el perfil de expresión c-jun/junB fue tan parecido que presenta una correlación 
de Pearson  próxima a 1 (p = 0,9297) (Tabla 7). También existió una correlación 
positiva entre c-jun y c-myc de p = 0,8949. Del mismo modo, c-fos, que en este órgano 
no presentó un perfil de expresión dual, alcanzó un único pico expresión a las 2 horas 
de tratamiento (incremento de 6 veces) sin correlación aparente con ningún miembro 
de la familia Jun. La expresión de fra-2 aumentó, en general, con el tiempo de 
exposición a PQ, alcanzando su máximo de expresión a las 4 horas de tratamiento 
(incremento de 2,26 veces). Por su parte p53 incrementó su expresión levemente a las 
0,5 horas (1,65 veces). 
 
Capítulo 1 
28 
 
 
Tabla 2. Perfiles de expresión en riñón de ratones machos adultos expuestos distintos tiempos a PQ 30 mg/kg de peso.  
transcritos 
tiempos de exposición 
0 h 0,25 h 0,5h 1h 2h 4h 
c-jun 2,05 ± 0,19 10,33 ± 2,16 * 17,24 ± 0,23 *** 3,62 ± 0,66 * 4,66 ± 0,36 *** 3,17 ± 0,83  
junB 0,87 ± 0,11 1,59 ± 0,33 ** 4,10 ± 0,19 *** 1,35 ± 0,13 ** 1,96 ± 0,43 ** 1,21 ± 0,34  
junD 0,006 ± 0,001 0,004 ± 0,001  0,004 ± 0,001  0,004 ± 0,001  0,003 ± 0,001  0,003 ± 0,001  
c-fos 0,10 ± 0,01 1,28 ± 0,30 *** 3,62 ± 0,50 *** 0,21 ± 0,05 * 0,97 ± 0,35 *** 0,21 ± 0,05 * 
fosB 0,001 ± 0,000 0,005 ± 0,001  0,018 ± 0,007  0,007 ± 0,002  0,014 ± 0,004  0,003 ± 0,001  
fra-1 0,060 ± 0,006 0,047± 0,000  0,064 ± 0,003  0,060 ± 0,003  0,098 ± 0,013 ** 0,065 ± 0,011  
fra-2 0,46 ± 0,04 0,51 ± 0,06  0,71 ± 0,07  0,64 ± 0,15 ** 1,13 ± 0,06 ** 1,16 ± 0,20 *** 
p53 5,14 ± 0,37 5,70 ± 0,21  5,41 ± 0,80  4,86 ± 0,61  4,89 ± 0,41  4,52 ± 0,21  
c-myc 0,80 ± 0,08 0,78 ± 0,13  1,39 ± 0,10 * 0,87 ± 0,18  2,12 ± 0,18 *** 1,29 ± 1,34  
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Tabla 3. Perfiles de expresión en pulmón de ratones machos adultos expuestos distintos tiempos a PQ 30 mg/kg de peso.  
transcritos 
tiempos de exposición 
0 h 0,25 h 0,5h 1h 2h 4h 
c-jun 12,31 ± 0,67 11,09 ± 0,72  10,69 ± 0,77  7,56 ± 2,34  12,59 ± 0,50  13,53 ± 0,73  
junB 4,65 ± 0,28 4,34 ± 0,23  5,01 ± 0,18  3,49 ± 0,77  6,14 ± 0,53  7,34 ± 1,15 ** 
junD 0,019 ± 0,001 0,018 ± 0,004  0,030 ± 0,003  0,016 ± 0,006  0,023 ± 0,001  0,028 ± 0,008  
c-fos 3,35 ± 0,31 5,23 ± 0,25 * 4,91 ± 0,34 * 3,07 ± 1,43  5,43 ± 0,87 ** 5,09 ± 0,50 * 
fosB 0,034 ± 0,008 0,061 ± 0,007  0,060 ± 0,009  0,030 ± 0,015  0,033 ± 0,003  0,050 ± 0,003  
fra-1 1,16 ± 0,08 1,03 ± 0,11  0,96 ± 0,04  0,79 ± 0,24 * 1,62 ± 0,03  1,95 ± 0,20 *** 
fra-2 2,41 ± 0,11 2,04 ± 0,11  1,99 ± 0,15  1,20 ± 0,60  2,87 ± 0,22  2,94 ± 0,44  
p53 5,19 ± 0,07 3,68 ± 0,28  3,02 ± 0,33 * 2,43 ± 0,56 * 3,39 ± 0,26  3,34 ± 0,23  
c-myc 1,61 ± 0,07 1,09 ± 0,15  1,24 ± 0,07  1,36 ± 0,41  2,15 ± 0,21  2,56 ± 0,13 * 
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Tabla 4. Perfiles de expresión en hígado de ratones machos adultos expuestos distintos tiempos a PQ 30 mg/kg de peso.  
transcritos 
tiempos de exposición 
0 h 0,25 h 0,5h 1h 2h 4h 
c-jun 0,49 ± 0,05 3,60 ± 0,87 *** 8,30 ± 0,21 *** 2,34 ± 0,82 *** 2,61 ± 0,71 *** 1,97 ± 0,69 *** 
junB 0,93 ± 0,06 1,65 ± 0,12 ** 3,68 ± 0,43 *** 1,19 ± 0,13  1,38 ± 0,27 * 2,03 ± 0,09 ** 
junD 0,010 ± 0,001 0,027 ± 0,006  0,030 ± 0,003  0,016 ± 0,006  0,023 ± 0,001  0,028 ± 0,008  
c-fos 0,06 ± 0,00 0,18 ± 0,03 * 0,28 ± 0,01 *** 0,20 ± 0,06 ** 0,36 ± 0,11 *** 0,13 ± 0,04 * 
fosB 0,002 ± 0,000 0,001 ± 0,000  0,002 ± 0,000  0,002 ± 0,000  0,002 ± 0,000  0,001 ± 0,000  
fra-1 0,032 ± 0,002 0,028 ± 0,003  0,032 ± 0,003  0,035 ± 0,003  0,037 ± 0,003  0,043 ± 0,001 * 
fra-2 0,19 ± 0,01 0,26 ± 0,01  0,39 ± 0,05 ** 0,27 ± 0,07  0,39 ± 0,07 *** 0,43 ± 0,2 *** 
p53 3,68 ± 0,51 5,52 ± 0,30  6,09 ± 1,26 ** 3,94 ± 0,70  3,15± 0,22  4,24 ± 0,48  
c-myc 1,09 ± 0,28 1,46 ± 0,51  3,25 ± 1,99  1,66 ± 0,55  2,29± 0,68  1,45 ± 0,06 ** 
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Tabla 5. Valores de correlación de Pearson de los perfiles de expresión en respuesta 
a PQ en riñón. En negrita se indican los valores con correlación positiva entre los 
miembros de AP-1 que podrían formar homo- o heterodímeros. En cursiva se 
indican los genes que correlacionan positivamente su expresión y que no son 
susceptibles de dimerizar entre sí. 
 
junB fra-1 fosB c-jun fra-2 junD p53 c-myc 
fra-1 0,1398 
       fosB 0,8983 0,4991 
      c-jun 0,9062 -0,2095 0,6965 
     fra-2 0,0505 0,7165 0,2540 -0,2078 
    junD -0,2279 -0,4592 -0,4001 -0,1162 -0,8188 
   p53 0,3969 -0,4686 0,2115 0,6849 -0,7133 0,3785 
  c-myc 0,3795 0,9374 0,6606 0,0730 0,7947 -0,6383 -0,3431 
 c-fos 0,9754 -0,0042 0,8162 0,9686 -0,0842 -0,1333 0,5676 0,2563 
 
 
Tabla 6. Valores de correlación de Pearson de los perfiles de expresión en respuesta 
a PQ en pulmón. En negrita se indican los valores con correlación positiva entre los 
miembros de AP-1 que podrían formar homo- o heterodímeros. En cursiva se 
indican los genes que correlacionan positivamente su expresión y que no son 
susceptibles de dimerizar entre sí. 
 
junB fra-1 fosB c-jun fra-2 junD p53 c-myc 
fra-1 0,9612 
       fosB 0,1489 -0,0306 
      c-jun 0,8401 0,8371 0,1898 
     fra-2 0,8968 0,9087 0,0567 0,9732 
    junD 0,7086 0,4877 0,4933 0,5035 0,5065 
   p53 0,0633 0,1402 -0,0965 0,5608 0,4320 -0,1624 
  c-myc 0,8892 0,9484 -0,2814 0,6801 0,7866 0,4154 0,0510 
 c-fos 0,6364 0,5422 0,6046 0,5834 0,6126 0,5754 -0,1406 0,2988 
 
 
En resumen, se observó que los miembros del factor de transcripción AP-1 
presentaron una respuesta inmediata al tratamiento además de hacerlo de forma 
órgano-dependiente. Genes como junB, c-jun, c-fos, fra-1 mostraron perfiles de 
expresión diferentes dependiendo del tejido en el que se expresaron. El riñón fue el 
órgano en el que los transcritos de AP-1 mostraron una respuesta mayor, seguido del 
hígado y el pulmón a pesar que dicho órgano es la principal diana para la toxicidad del 
PQ (126)(127). Solamente junB y c-fos se indujeron en los tres tejidos estudiados. En el 
riñón se detectaron cambios de expresión más abultados, con incrementos que iban 
de la inducción 4,1 veces de junB a las 0,5 h de exposición a las 36,2 veces de inducción 
de c-fos. En el pulmón los genes estudiados apenas mostraron cambios de expresión. 
Leslie y colaboradores  proponen que la diferencia de respuesta de unos tejidos a otros 
puede deberse a (128): 
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i) El riñón e hígado, que son órganos detoxificadores y filtradores, pueden sufrir 
más rápidamente la exposición a PQ por irrigación sanguínea directa. El pulmón 
sin embargo es un tejido de absorción y más sensible a sufrir más daño a través 
de la inhalación por aire. 
 
ii) La difusión del compuesto a través de los tejidos también puede ser muy distinta 
seguramente por barreras de tipo biológico. 
 
iii) La existencia de distintos mecanismos celulares de respuesta específicos del tipo 
celular. 
Tabla 7. Valores de correlación de Pearson de los perfiles de expresión en respuesta 
a PQ en hígado. En negrita se indican los valores con correlación positiva entre los 
miembros de AP-1 que podrían formar homo- o heterodímeros. En cursiva se 
indican los genes que correlacionan positivamente su expresión y que no son 
susceptibles de dimerizar entre sí. 
 
junB fra-1 fosB c-jun fra-2 junD p53 c-myc 
fra-1 -0,0388 
       
fosB 0,0093 -0,3098 
      
c-jun 0,9297 -0,3010 0,2315 
     
fra-2 0,5922 0,6770 -0,2115 0,4268 
    
junD 0,7575 0,1387 -0,4237 0,6911 0,7554 
   
p53 0,7844 -0,4927 -0,1895 0,8105 0,1041 0,6376 
  
c-myc 0,8191 -0,0727 0,4776 0,8949 0,5794 0,5714 0,4656 
 
c-fos 0,3429 0,0223 0,4842 0,5240 0,5356 0,4415 0,0209 0,7700 
 
El cálculo de los coeficientes de correlación de Pearson permite establecer qué perfiles 
de expresión se mueven de forma paralela y postular las posibles combinaciones 
Fos/Jun o Jun/Jun para asociarse y formar dímeros AP-1 específicos de cada tejido. La 
expresión de los miembros de AP-1 puede estar regulada a nivel transcripcional y de 
tasa de recambio de mRNA. El estrés oxidativo, factores de crecimiento, citoquinas, 
hormonas, etc. modifican la expresión a través de las cascadas de fosforilación MAPK y 
JNK (129) cuya actividad bien constitutiva o bien transitoria determina el desarrollo de 
procesos cancerosos o de muerte celular. El resultado de ello es altamente 
dependiente del tipo de tejido y del momento de desarrollo (130). Por tanto la 
regulación de la expresión de los genes que constituyen AP-1 es clave para el 
desarrollo de bien de transformación celular o bien de apoptosis. Se ha descrito que c-
jun es el activador transcripcional más potente de los miembros estudiados (131) cuya 
actividad es atenuada y antagonizada por junB (132). Estudios previos de c-fos y c-jun 
sugieren que la pareja c-fos/c-jun se sobre-expresan en estado de muerte celular 
inducida por estrés mediando dicho proceso (133). Por otra parte la inhibición exógena 
de ambos transcritos  atenúa el proceso de apoptosis (134). Las combinaciones entre 
los miembros AP-1 que tienen lugar en los tejidos pueden ser diversas y dependen del 
tipo celular y de gran cantidad de estímulos extracelulares (135)(136). Se calculan unas 
18 combinaciones posibles considerando todos los miembros de AP-1.  
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En riñón los transcritos que cambian significativamente su expresión con la exposición 
a PQ fueron c-jun, junB, c-fos, fra-1, fra-2 y c-myc. Entre las parejas que pueden formar 
el factor AP-1, los heterodímeros c-Jun/JunB, c-Jun/c-Fos, JunB/c-Fos mostraron una 
correlación de expresión cercana a 1 (Tabla 5). Los homodímeros c-Jun/c-Jun, 
JunB/JunB podrían ser una alternativa también. Según el modelo propuesto por 
Shualian et al. (130), las combinaciones que puedan establecerse entre estos factores 
determinan que tenga lugar un proceso de proliferación celular o apoptosis. Se ha 
descrito que el heterodímero c-Jun/c-Fos en condiciones de estrés puede en unos 
casos no alterar la expresión de p53 y desencadenar la proliferación celular pero 
también pueden inducir su expresión y desencadenar apoptosis (133)(134).Este hecho 
puede ser consecuente con los datos de expresión de p53 en nuestro estudio. En 
nuestro experimento en hígado p53 se induce con PQ pero en pulmón su expresión se 
ve reducida a la mitad (5,19 a 2,43 molec), siendo de los pocos genes que responden 
en este tejido, de tal forma que la función que puede desempeñar en tejidos distintos 
puede ser opuesta. En una tercera opción, en riñón p53 no se altera a pesar de 
experimentar las expresiones más fuertes de c-fos y c-jun. 
Asimismo, el heterodímero junB/c-fos parece desempeñar numerosas funciones en la 
homeostasis celular. Por un lado puede aumentar en la producción de ciclina D1 y en 
consecuencia estimular la proliferación celular (130). También participa en la 
regulación redox celular; se ha descrito que la expresión del gen prdx1 se sobre-
expresa por la unión de JunB/c-Fos al promotor del gen en situación de estrés causado 
por lipopolisacárido (137). Además regula moléculas clave como la Sulfirredoxina 
(SRX). Esta molécula funciona como una proteína reparadora de peroxidasas en células 
eucariotas y juega un papel crítico en el mantenimiento de la homeostasis redox a 
través de la reducción de PRDXs hiperoxidadas (138). En la regulación de SRX participa 
el factor de transcripción AP-1, mediada a través de c-Jun (139). Probablemente la 
célula estimula la expresión SRX mediada por AP-1 para aumentar la reparación de la 
oxidación de las PRDXs. Además la formación de disulfuros mixtos a causa de estrés 
oxidativo puede desencadenar proliferación celular por activación vía ERK1/2 gracias a 
la inducción conjunta del gen c-fos y c-myc (140) lo cual es consistente con los datos de 
correlación de la expresión de estos genes obtenidos en hígado (Tabla 7). 
En contraposición, el homodímero JunB/JunB y el heterodímero c-Jun/JunB pueden 
ejercer el papel opuesto a JunB/c-Fos inhibiendo la progresión del ciclo celular. En la 
bibliografía se propone a JunB como la molécula clave para controlar dichos procesos 
dependiendo del tipo celular. Hay estudios que apoyan que las diferencias en la 
función tanto de c-jun como junB pueden ser específica del tipo celular o de la 
abundancia relativa de sus proteínas (141). 
Por otra parte, la expresión de la pareja c-myc/fra-1 (Tabla 6) en pulmón correlacionó 
de manera muy positiva, pudiendo ir de la mano a la hora de explicar su efecto 
biológico. El transcrito c-myc se suele encontrar sobre-expresado en muchos tipos de 
cáncer y desrregulado en uno de cada tres (142). No obstante puede desencadenar 
apoptosis en condiciones de estrés oxidativo donde desciende la cantidad de glutatión 
o aumentan los niveles de agentes oxidativos (143). El factor de transcripción c-Myc 
regula la expresión de prdx3 siendo su producto proteíco, PRDX3, una molécula clave 
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en el mantenimiento funcional de la mitocondria y en la proliferación celular, 
transformación y apoptosis mediada por c-Myc (34).  
Con los datos obtenidos en este estudio podemos concluir que los proto-oncogenes 
estudiados sufren una regulación multifactorial. El efecto puede ser pro o anti-
apoptótico dependiendo del balance homeostático de la célula (144, 145).Este 
equilibrio depende mucho del tipo de estrés que se genera y es muy específico del 
tejido en el que se estudia. Además, el estudio global de proto-oncogenes a nivel 
transcripcional en diversos órganos o tejidos puede ser un buen inicio para establecer 
modelos de detección de enfermedades o determinados procesos maliciosos. 
Detección de variantes moleculares alternativas en los transcritos de 
la familia Fos. 
Al inicio de este capítulo se detalla cómo se diseñaron los cebadores para el estudio de 
expresión génica que se ha mostrado en el apartado anterior. Durante el proceso de 
validación de los mismos se observó que, todas las parejas (excepto una) de cebadores 
diseñadas amplificaban una única banda cuando se observaba el producto de PCR 
mediante electroforesis en gel de agarosa. La excepción fue la pareja diseñada para 
amplificar el transcrito del gen c-fos. En este caso, se veían dos bandas claramente 
diferenciadas (Figura 14). La secuenciación de los fragmentos amplificados y la 
comparación de las secuencias obtenidas con la secuencia del gen c-fos depositada en 
las bases de datos, indicó la existencia de un mensajero que podría corresponderse 
con una forma de splicing alternativo del transcrito primario de este gen. 
El splicing alternativo es un proceso por el cual determinados exones pueden ser 
alternativamente incluidos o excluidos en el mensajero maduro. Como resultado, a 
partir de un único gen se pueden sintetizar distintas isoformas de una proteína con 
funcionalidad diversa (146). El splicing alternativo es un mecanismo de regulación 
génica muy común y variado, las formas alternativas pueden ser específicas de estadío 
de desarrollo, de tejido, y pueden dar lugar a transcritos productivos (con síntesis de 
proteína) o a transcritos que no se llegan a traducir (146). A su vez, el propio splicing 
alternativo puede ser regulado por eventos de estrés oxidativo (147). 
En relación a los factores de transcripción, el splicing alternativo puede añadir o 
eliminar dominios a la proteína que son importantes para su estructura y función 
(148). La producción de múltiples isoformas es una estrategia conocida en la 
regulación de la actividad de genes dentro de la familia Fos (149). Existe un ejemplo 
muy interesante y es el splicing alternativo que ocurre en el transcrito fosB el cual 
produce dos mRNA que codifican proteínas con actividades antagónicas. En este caso 
el splicing alternativo elimina la región comprendida entre los codones 238-284 
causando un desfase en el marco de lectura que sitúa un codón de fin de mensaje a 
continuación de la región cremallera de leucina (bZIP). La proteína truncada, 
denominada ΔFosB, funciona como un regulador trans-negativo de la activación 
transcripcional y la transformación, presumiblemente por competición con la isoforma 
nativa completa en la dimerización con Jun y la unión al DNA (150-152). 
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Tras una búsqueda exhaustiva en la bibliografía encontramos que Feng et al. (2001) 
(153) y Shur et al. (2005) (154) descubrieron mediante análisis de PCR convencional la 
presencia de un transcrito alternativo del mRNA de c-fos (al que denominamos en 
adelante c-fos-2) en algunos sistemas mamíferos y condiciones particulares como: (i) 
estrés oxidativo bajo tratamiento con ácido kaínico en cerebro de rata, (ii) cultivos 
primarios de corteza cerebral tratados con lipopolisacárido (LPS), (iii) cartílago de ratón 
neonato, y (iv) cultivos humanos de células del estroma. 
En comparación con el transcrito alternativo de fosB, los conocimientos sobre la 
regulación y el papel fisiológico de c-fos-2 son muy limitados. De hecho, hasta dónde 
conocemos, sólo los dos trabajos citados mencionan la existencia de transcrito 
 
 
Figura 16. Arriba, esquema de la estructura de los genes c-fos y fosB. Los exones (E) se 
representan como cajas con fondo rojo. Los Intrones (I) se representan como líneas salvo 
aquellos que permanecen en las formas de splicing alternativo que se representan como cajas 
con fondo de ladrillos. Las posiciones del primer nucleótido y el último de cada exón se indican 
con números sobre el esquema de las secuencias. La numeración corresponde a las secuencias 
de GeneBank V00727 (c-fos) y AF093624 (fosB). Las posiciones relativas de los cebadores 
diseñados aparecen bajo el esquema de las secuencias. En la parte inferior de esta figura 
están las secuencias de los cebadores diseñados para este estudio. 
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alternativos del gen c-fos. Por esa razón consideramos de interés la caracterización de 
ese transcrito (Figura 16). 
La secuencia del gen c-fos se compone de 4 exones y 3 intrones en un total de 
3967pb(nº acceso GeneBank V00727). Para comprobar la presencia de algún splicing 
alternativo en la secuencia de c-fos, se diseñó la serie de cebadores que se indica en la 
Figura 16. Además, se diseñaron cebadores que permiten el estudio de las variantes 
conocidas del gen fosB (nº acceso GeneBank AF093624). 
En la Figura 17 se muestra el análisis, mediante electroforesis en gel de agarosa, de los 
productos de PCR generados por diferentes combinaciones de cebadores. Las parejas 
de cebadores E1U-E2L y E2U-E3L (localizadas en los exones 1 y 2 y en los exones 2 y 3 
respectivamente, Figura 16) generaron por RT-PCR un amplicón discreto del tamaño 
esperado y secuencia esperados. Sin embargo, la pareja E3U-E4L reveló la presencia de 
dos poblaciones del transcrito: mientras el amplicón corto (141 nt) correspondió a la 
forma canónica de splicing, el amplicón más largo (258 nt) retiene el intrón 3 al 
completo.  
Estos datos confirman que la secuencia del intrón 3 no es siempre eliminada del 
transcrito primario durante la maduración de éste. Se diseñó un nuevo cebador (I3L) 
que utilizado junto con E3U permite la cuantificación exclusiva de la nueva versión de 
mensajero mientras que la pareja E3U-E4L permite cuantificar la suma de las dos 
versiones del mensajero. 
 
Figura 17. Análisis mediante electroforesis en gel de agarosa (1,5%) de los productos de RT-
PCR generados por diferentes parejas de cebadores (ver Figura 16). Se utilizó RNA total 
extraído de células NIH 3T3 de fibroblastos de ratón y se completaron 40 ciclos de PCR 
(detalles en Materiales y Métodos). Los resultados de la imagen de la izquierda se discuten en 
el texto. Como control y para descartar que si no se detectó splicing alternativo de los otros 
intrones no fue por la utilización de condiciones de PCR que no permitían la amplificación de 
fragmentos largos, se amplificó con la pareja de cebadores E1U-E2L, muestras de cDNA, RNA 
sin retrotranscribir y DNA genómico (imagen de la derecha). Los resultados confirman la 
ausencia del intrón I en la población de mRNA y la ausencia de contaminación con DNA 
genómico de nuestras preparaciones de RNA. 
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Hay que destacar aquí que la nueva versión de mensajero descubierta conduciría, de 
ser traducida, a una versión truncada de la proteína c-Fos. 
Para validar el uso de ambas parejas de cebadores en estudios rigurosos de 
cuantificación de la expresión génica se elaboraron las rectas de eficiencias de ambas 
parejas de cebadores (Figura 18). Los resultados muestran que las dos parejas 
amplifican con una eficiencia del 100% y de forma lineal (r > 0,99) en un rango de 
concentraciones de molde que cubre 4 órdenes de magnitud. Rectas de eficiencias 
similares se obtuvieron para todas las parejas de cebadores utilizadas en este trabajo 
para la cuantificación absoluta de transcritos. 
 
Figura 18. Rectas de eficiencia de las parejas de cebadores E3U-E4L y E3U-I3L para 
ejemplificar el proceso de validación realizado con todas las parejas de cebadores utilizadas en 
esta Tesis. Se prepararon diluciones seriadas de 10 veces desde 2 x 105 hasta 2 pg de RNA 
total, se retrotranscribieron y se amplificaron por PCR en tiempo real. La muestra de RNA fue 
una mezcla de RNA total procedente de diferentes cultivos de la línea NIH 3T3. 
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Cuantificación del transcrito de c-fos y c-fos-2 en tejidos y células en 
cultivo. 
Una vez demostrada la existencia de una variante nueva del mensajero de c-fos, en 
adelante c-fos-2, valoramos la presencia de la misma en tejidos adultos, en diferentes 
etapas de desarrollo embrionario y en dos líneas celulares de ratón, en comparación 
siempre con la forma canónica del mensajero (Figura 19).  
Ambos transcritos se expresan en todas las muestras analizadas,presentando grandes 
diferencias de abundancia en función del origen de la misma. 
La variante alternativa del transcrito c-fos (c-fos-2, que incluye el intrón 3) está 
presente en todos los tejidos estudiados, aunque es menos abundante que el 
transcrito canónico (c-fos, sin el intrón 3). El porcentaje de c-fos-2 respecto al total de 
 
Figura 19. Cuantificación de los transcritos c-fos y c-fos2 en diferentes órganos, estadíos de 
desarrollo embrionario y tipos celulares. Los datos son el número de copias de los dos 
transcritos de c-fos por pg de ARN total. En el caso de las dos líneas celulares las barras de 
error (SEM) indican la variablilidad de 13 ó de 8 (NIH 3T3 y Hepa 1-6 respectivamente) cultivos 
independientes. El RNA de los órganos de ratón y de los embriones en diferentes estadios de 
desarrollo son muestras comerciales (Clontech) y son mezclas, cada una de ellas, de unos 200 
individuos BALBB/c. No se muestran las barras de error en estas muestras. Los embriones de 
17 días (E17) son embriones en avanzado estado de gestación (19 días en total). La medida del 
número de copias de c-fos-2 se realiza con la pareja de cebadores E3U-I3L, mientras que la 
medida del número de copias de c-fos se calcula sustrayendo el valor anterior al obtenido con 
la pareja E3U-E4L. 
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transcritos (c-fos más c-fos-2) varía desde más del 20% en pulmón y ovario hasta el 2% 
en testículo. En relación a los embriones completos, se observó una sobre-expresión 
de ambos transcritos en etapas tempranas de embriogénesis (E7, embrión en 
gastrulación). Tras esta etapa los niveles de ambos descienden hasta valores similares 
a los de los órganos del animal adulto. Cabe destacar que en las etapas de desarrollo 
embrionario c-fos-2 siempre se encuentra en porcentaje constante (8-9%) del RNA 
total. 
El mayor número de copias de ambos transcritos y la mayor proporción de c-fos-2 se 
detectó en las líneas celulares en cultivo NIH3T3 y Hepa1-6, en las que c-fos-2 supuso 
el 44,2 y 37,7 %respectivamente, de los transcritos totales del gen c-fos.  
Cuando se compara, en pulmón,el nº de copias de c-fos-2 con el número de copias de 
otros miembros de la familia Fos comprobamos que este transcrito alternativo es sólo 
unas 4 y 2 veces menos abundante en pulmón que fra-2 y fra-1 respectivamente, pero 
es unas 20 veces más abundante que el transcrito de fosB (datos no mostrados). 
La variante canónica fue en todos los casos más abundante que la nueva variante c-
fos-2. De entre todos los órganos adultos que se han investigado, mostró los valores 
más altos en cerebro (10 molec/pg de RNA total), seguido de corazón, pulmón y ovario 
con valores entorno a 4 moléculas/pg de RNA total. Bazo y testículo presentaron 0,4 
molec/pg de RNA total. Por otra parte, en el resto de órganos este transcrito estaba en 
menor cantidad, alrededor de 0,07 molec/pg de RNA total. 
Cabe destacar que este perfil de expresión dependiente de tejido no esta en 
consonancia con resultados de RT-PCR cualitativa que se encuentran en las bases de 
datos públicas. Por ejemplo, experimentos de RT-PCR cualitativa (nº de acceso 
MGI:1204456, en Gene Expression Database (GXD), Mouse Genome Informatics URL: 
http://www.informatics.jax.org) generó una intensa banda de amplificación tanto en 
RNA de hígado como de pulmón y no detectable en riñón. Sin embargo, los datos 
cuantitativos presentados en este trabajo mostraron valores más bajos tanto en 
hígado como en riñón (entorno a 7 molec/pg RNA) y aún en más pulmón (5,7 molec/pg 
RNA). Esta contradicción puede deberse, en parte, a la menor precisión de la 
metodología de RT-PCR a punto final. 
Estabilidad de los transcritos c-fos y c-fos-2. 
La estabilidad intrínseca de cualquier transcrito es de vital importancia para regular el 
programa de expresión génica. En primer lugar, hemos intentado determinar la vida 
media de los transcritos c-fos y c-fos-2 en estudio in vivo. Así, administramos 
actinomicina D (AmD) con el fin de detener la transcripción y, medir el número de 
copias de los transcritos a lo largo del tiempo y poder determinar así la tasa de 
degradación de los mismos. Sorprendentemente, una vez realizado el experimento no 
fue posible determinar las tasas de degradación de ambos transcritos de c-fos en 
ninguno de los órganos estudiados, pulmón, riñón e hígado, dado que observamos un 
aumento en el número de copias de ambos transcritos después de la inyección 
intraperitoneal (Figura 20). Este fenómeno es opuesto a lo que ocurre con otros 
transcritos en las mismas condiciones experimentales (122). 
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En Sacchamomyces cerevisiae se ha observado que genes que son particularmente 
importantes en respuesta a cambios medioambientales se sobre-expresan por 
procedimientos diferentes de bloqueo de la transcripción (como por ejemplo 
inhibición de la RNA polimerasa por drogas específicas o inactivación por calor de un 
mutante sensible a temperatura) (155).Debido a que el uso de dosis de AmD más altas 
de 2 mg/kg de peso y tiempos de incubación superiores a 16 h ocasionan  problemas 
de salud serios en los animales, decidimos cuantificar la tasa de degradación de los 
transcritos c-fos en un modelo de células en cultivo. 
 
En contraste con lo ocurrido en animales, en las células en cultivo el número de 
moléculas de ambos transcritos cayó exponencialmente tras la exposición a AmD. Esto 
permitió determinar sus vidas medias (Figura 8). Como comparación, se determinaron 
las vidas medias de los dos transcritos del gen fosB (fosB y ΔfosB) así como la de otros 
genes de respuesta a estrés oxidativo como ho1, trx1 y sod3 (Tabla 8). 
La cantidad de un determinado transcrito en un momento dado depende del balance 
síntesis/degradación. Hemos puesto de manifiesto que mientras que ambos transcritos 
de c-fos se encuentran aproximadamente en la misma cantidad en las células en 
cultivo, el transcrito de c-fos-2 presenta un número de recambio 6 veces más rápido 
que c-fos (Tabla 8, Figura 21). Esto quiere decir que la tasa de síntesis de c-fos-2 
debería ser mucho más elevada que la de c-fos. Habiendo determinado la tasa de 
degradación y conociendo su vida media podemos determinar la tasa de síntesis. Los 
datos de la Tabla 8 nos indican que la tasa de síntesis de c-fos-2 es más alta que la del 
transcrito procesado (3,41 frente a 0,47). Esta tasa de síntesis es muy superior a la de 
los demás transcritos analizados y permite mantener un relativamente elevado 
 
Figura 20. Curvas tiempo-respuesta de los transcritos c-fos en pulmón, riñón e hígado de ratón 
en respuesta a AmD. Los números indican la máxima expresión del transcrito. 
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número de copias del transcrito a pesar de que su vida media es considerablemente 
inferior a la de los demás.  
Tabla 8. Tasas de degradación y de síntesis de transcritos en células NIH 3T3. La tasa 
de síntesis se calculó a partir de la cantidad basal y la vida media. El cálculo asume que, 
aunque la degradación de mRNA es un proceso complejo, sigue una cinética de primer 
orden (156). 
 
 
Figura 21. Vidas medias de los transcritos c-fos y c-fos-2 en las líneas celulares NIH 3T3 
(círculos) y Hepa1-6 (triángulos). Los datos son % de moléculas de transcrito que quedan 
despues de añadir AmD. La vida media de un transcrito (t1/2) se define como el tiempo que 
tarda en reducirse un 50% el número de moléculas existentes al inicio del tratamiento 
transcrito cantidad basal 
(mRNA molec/pg) 
vida media 
(min) 
tasa de síntesis 
(molec/min) 
c-fos 12,1 17,9 0,47 
c-fos-2 12,8 2,6 3,41 
fosB 0,9 4,1 0,15 
ΔfosB 0,8 3,9 0,14 
ho1 9,6 108,0 0,06 
trx1 112,9 1674,0 0,05 
sod3 0,1 876,0 0,08 x 10-3 
 
También investigamos si la anormalmente elevada tasa de degradación del transcrito 
c-fos-2 era dependiente de la síntesis de proteína para lo cual estudiamos la misma en 
presencia y ausencia de cicloheximida (Cx), un conocido inhibidor de la traducción. 
Nuestros resultados indicaron que la inestabilidad del transcrito c-fos-2 es 
independiente de la síntesis proteica, en contraste con el transcrito canónico, c-fos, 
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que, como era de esperar, se estabilizó en ausencia de síntesis proteica (datos no 
mostrados). 
Niveles transcripcionales tras la estimulación con suero. 
Estudios previos han puesto de manifiesto que la estimulación de células quiescentes 
con 15% de suero de ternera (CS) causa un aumento transitorio del mRNA del gen c-fos 
(157). Hemos estudiado el efecto de la estimulación con suero en los niveles del 
transcrito c-fos-2 y si el modo de acumulación tras dicha estimulación es igual o 
distinto al del transcrito c-fos. 
En la Figura 22 se muestra la inducción con suero de los transcritos c-fos y c-fos-2. En 
ambos casos tiene lugar un incremento súbito de 11 veces (pasa de 2.5 a 25 moléculas 
de mRNA/pg de RNA total) a los 5 min de exposición. A partir de este punto y hasta los 
30 min el número de moléculas de mRNA de la variante alternativa c-fos-2 se mantiene 
constante mientras que el de c-fos sigue incrementando hasta 100 veces. De los 30 a 
los 120 min ambos transcritos experimentan cinéticas de degradación muy distintas. El 
descenso al 50% c-fos ocurrió en 20 min mientras que c-fos-2 tuvo lugar en 37 min. 
Estos cambios en la velocidad de degradación repercutieron, sobre todo, en la 
abundancia relativa de ambos transcritos a lo largo del tiempo de exposición. 
Comparativamente, el estudio de los transcritos fosB reveló cambios mucho menos 
drásticos en las proporciones relativas de fosB y ΔfosB. Además, al contrario de lo que 
indicaban estudios previos (150) el incremento de la expresión de fosB no viene 
precedida de un incremento de la expresión de ΔfosB tras la estimulación con suero.  
Hemos calculado la vida media y la tasa de síntesis de ambos transcritos en células 
quiescentes y estimuladas con suero fetal bovino (Tabla 9). Se observa como el 
transcrito alternativo c-fos-2 presenta una vida media idéntica en células confluyentes 
y células quiescentes. Esto quiere decir que los cambios que ocurren durante la 
estimulación con suero tienen que ser explicados en su totalidad por cambios en su 
tasa de síntesis.  
 
Tabla 9. Tasa de síntesis y degradación de los transcritos c-fos y c-fos2 bajo 
estimulación con CS en células NIH 3T3. 
 c-fos c-fos-2 
Células 
NIH 3T3 
Cantidad 
(molec/pg) 
Vida 
media 
Tasa 
Síntesis 
Cantidad 
(molec/pg) 
Vida 
media 
Tasa 
Síntesis 
Confluentes 12,1 17,9 0,47 12,8 2,6 3,41 
Quiescentes 2,6 17,5 0,10 2,2 2,3 0,66 
Estimuladas suero 15min 116,1 17,1 4,71 28,1 2,3 8,47 
Estimuladas suero 60min 77,1 8,5 6,29 10,2 2,7 2,62 
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Figura 22. Evolución en el tiempo de los niveles de los transcritos de c-fos (izquierda) y de fosB 
(derecha) en cultivos de células NIH 3T3 estimuladas con suero (CS). Los datos representan la 
media de moléculas de transcritos ± SEM de cultivos independientes. 
Traducción del transcrito c-fos-2. 
La presencia del intrón 3 en el transcrito c-fos-2 genera un codón de fin de mensaje 
prematuro, que conduciría, si este transcrito se traduce, a una proteína truncada con 
sólo 169 aminoácidos, en lugar de los 380 de la proteína c-Fos de ratón. En un intento 
de obtener pruebas experimentales de la síntesis de esta proteína truncada 
investigamos, en primer lugar, si el transcrito c-fos-2 está presente o no en el 
citoplasma de las células. Para ello, aislamos RNA de las fracciones citoplásmica y 
nuclear por separado y los analizamos por RT-PCR a punto final (Figura 23). El 
transcrito c-fos-2, igual que el transcrito de fosB que retiene el intrón, está presente en 
el citoplasma. Por el contrario no se encontró un pre-mRNA del gen de la glutatión 
peroxidasa 1 (gpx1) en la fracción citoplásmica lo que prueba que el fraccionamiento 
celular realizado fue eficiente. 
Probada la presencia del transcrito c-fos-2 en el citoplasma, lo siguiente que hicimos 
fue comprobar la existencia de la proteína truncada mediante western. Dado que, de 
existir, debía tratarse de una proteína muy poco abundante, se purificó mediante 
inmunoafinidad a partir de células NIH 3T3 estimuladas con suero, situación esta en la 
que debía ser más abundante a juzgar por el nivel de transcrito detectado. Así, se 
purificó mediante inmunoafinidad c-Fos a partir de extractos de células estimuladas 
con suero durante 30 min (a los 30 min se alcanzaba el máximo de expresión de los dos 
transcritos de c-fos). El análisis por western blot con el anticuerpo anti-c-Fos del eluído 
procedente de la inmunoprecipitación mostró diferentes bandas electroforéticamente 
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distinguibles (Figura 24). Las bandas inmunorreactivas de peso molecular más alto se 
corresponden con la proteína c-Fos completa que aparece en el rango de 53 a 68 kDa 
como ha sido previamente descrito (76, 121). Las bandas detectadas en el rango de 42 
a 50 kDa podrían corresponderse con fragmentos de c-Fos. Por último, las banda que 
se detecta a ~23 kDa podría ser la forma truncada de la proteína c-Fos producto del 
transcrito c-fos-2 (Figura 24). 
 
 
Figura 23. Análisis mediante RT-PCR a tiempo final de RNAs obtenidos de las fracciones 
citosólica (C) y nuclear (N) de células NIH 3T3. Dichas fracciones se aislaron con el kit PARIS™ 
(Ambion) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El producto de RT-PCR de 120 nt 
amplificado con la pareja E3U-I3L (Fig. 3) indicó la presencia de c-fos-2 en ambas fracciones. 
Para comparar, se introdujo en la figura la amplificación del transcrito fosB sin procesar (I4U-
I4L). Como control de un correcto fraccionamiento se introdujo el transcrito codificante para la 
glutatión peroxidasa I (UGPX1-LGPX1). El cebador UGPX1 (5´-GCAGAAGCGTCTGGGACCTCGTG) 
se localizó en el exón 1 y el LGPX1 (5´- GGGAATTCAGAATCTCTTCATTCTTGCCA) en el exón 2 de 
gpx1 (el tamaño del intrón entre ambos exones es de 218 nt). El amplicón generado entre 
UGPX1-LGPX1 tenía un tamaño de 101 nt en el RNA citoplasmático indicando que no existía 
contaminación con el RNA nuclear. Por el contrario, cuando se amplifica en RNA nuclear se 
obtienen 2 fragmentos: uno de 101 nt (forma madura) y otro de 319 nt correspondiente al pre-
mRNA de gpx1. El kit PARISTM permite separar tanto RNA como proteína. De esta forma para 
confirmar el fraccionamiento eficiente se realizó un western blot con un anticuerpo de frente a 
gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa citoplásmica (GAPDH). Solo se detectó la presencia de 
la proteína en la fracción citoplásmica apoyando el hecho de la ausencia de contaminación 
entre ambas fracciones. 
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Figura 24. Arriba, la secuencia del intrón 3 (letras minúsculas) flanqueadas por los exones 3 y 
4 del gen c-fos. Los tripletes señalados con círculos se corresponden con aminoácidos que 
contactan con el DNA. En la secuencia intrónica aparece en fase de lectura un codón de fin 
de mensaje que daría lugar a una forma truncada de ~ 23 kDa de la proteína c-Fos. Abajo, 
detección de especies c-Fos inmunorreactivas. Un extracto crudo de NIH 3T3 estimuladas con 
suero durante 30 min se cargó en la columna de inmunoafinidad. El eluído de la columna (E-
30), el extracto crudo cargado (CE-30), y un extracto crudo de células previo a la 
estimulación con suero (CE-0) se analizaron mediante hibridación western como se describe 
en la sección de Materiales y Métodos. Las posiciones de marcadores de peso molecular se 
indican a la izquierda. La proteína GAPDH se utilizó como control de carga.  
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Importancia de la proteína c-Fos truncada 
La especie truncada podría ser solo un efecto secundario de la traducción de c-Fos 
tolerado en las células. No obstante, esta forma truncada de c-Fos podría tener un 
interés potencial dado en que otro miembro de la familia Fos, FosB, tiene una forma 
truncada (ΔFosB) con una relevante función fisiológica (121). La proteína c-Fos 
truncada, derivada del transcrito c-fos-2 mantiene los aminoácidos necesarios para la 
unión de la proteína al DNA, pero carece del dominio necesario para la formación del 
dímero que conforma el factor AP-1. Se han descrito dos vías o rutas por las cuales se 
produce la unión al DNA: (i) en la ruta de dimerización, las proteínas forman 
inicialmente el dímero y luego continúan con la unión al DNA; (ii) en la segunda ruta o 
ruta del monómero, se forma primero un complejo monómero-DNA seguido por el 
reclutamiento del segundo monómero al complejo final. Un número cada vez mayor 
de proteínas diméricas de unión al DNA son capaces de formar complejos con éste por 
la ruta del monómero. De hecho, la ruta del monómero se considera la mejor opción 
para la formación más rápida y más específica del complejo final (158). A pesar que los 
complejos monómero-DNA de Fos y Jun son difícilmente observables, particularmente 
en experimentos de retardo en gel (159), otros estudios de cinéticas de formación de 
complejos Fos-Jun-DNA mediante fluorescencia indican que ambas proteínas se unen 
secuencialmente al DNA y se ensamblan mientras interactúan con el DNA (158). Estos 
datos nos permiten especular con la posibilidad que incluso niveles bajos de la variante 
truncada podría influir en la expresión génica mediada por AP-1 a través de la 
formación de un monómero-DNA no productivo en el sitio de unión al DNA. 
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Expresión génica en ratones de vida libre de la especie 
Mus spretus expuestos a ambientes naturales 
contaminados 
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El estudio objeto de este capítulo se realizó con ratones de campo que habitaban 
diferentes ecosistemas del suroeste de la península ibérica con una variedad de niveles 
de contaminación como indicaron trabajos previos (97, 98, 101, 160, 161). El trabajo 
pretende descubrir alteraciones en el grado de expresión de proteínas hepáticas 
específicas, relacionar estos cambios con el grado de contaminación de la zona 
estudiada para, en último término, poner de manifiesto el potencial de las 
herramientas proteómicas como medio de biomonitorización de zonas contaminadas. 
El estudio que se presenta aquí es parte de un trabajo más amplio publicado en 
Proteomics en 2007 (162). 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Obtención de las muestras objeto del estudio 
Los ratones se capturaron en una campaña realizada en febrero de 2004 en las 
siguientes zonas (ver Figura 25 y Tabla 10): 
 
La Laguna de Santa Olalla (SOL) en la Reserva Biológica de Doñana. Situada en el 
corazón del Parque Nacional de Doñana ha sido establecida como zona libre de 
contaminantes en trabajos previos del grupo (98, 160). Se utilizó este punto como zona 
control limpia. 
La Punta del Sebo (PS), localizada en la zona de desembocadura del rio Tinto con el 
Odiel en el área industrial de Huelva, al sureste de la ciudad. Está junto a las balsas de 
fosfoyesos que almacenan residuos de la producción industrial de ácido fosfórico. En 
esta zona se acumulan una variedad de contaminantes generados por las industrias 
cercanas y es considerada uno de los vertederos industriales más grandes del mundo. 
El curso alto del estero de Domingo Rubio (DR6), situado en el centro de un área de 
intensa actividad agrícola dedicada fundamentalmente al cultivo de la fresa. En 
consecuencia, esta zona está expuesta a la contaminación derivada de la agricultura 
intensiva. 
La cuarta zona de recogida de muestras se sitúa más al este, en los arrozales de 
Villafranco del Guadalquivir, concretamente en los arrozales del Matochal (ARZ), al 
noreste de Doñana. En esta zona se concentra la mayor producción de arroz de 
España, por lo que está expuesta, como DR6, a contaminantes derivados de la intensa 
actividad agrícola. 
Tabla 10. Coordenadas GPS de las zonas de muestreo 
Sitio de muestreo Coordenadas UTM (zona 30) Tipo 
Laguna de Santa Olalla 
(SOL) 
X: 194621; Y:4209534 control negativo 
Punta del Sebo 
(PS) 
X: 150925; Y:4126676 zona contaminada 
Estero de Domingo Rubio 
(DR6) 
X: 156996; Y:4124763 zona contaminada 
Arrozales del Matochal 
(ARZ) 
X: 208516; Y:4102161 zona contaminada 
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Acumulación de metales en riñón 
La carga de contaminación sufrida por los animales capturados en las diferentes zonas 
de muestreo se evaluó utilizando la concentración de 8 elementos metálicos en el 
riñón como indicador. Este análisis se llevó a cabo en este órgano y no en el hígado ya 
que las cantidades de muestras de hígado eran limitadas y se necesitaban para los 
estudios proteómicos. Las medidas fueron realizadas en el Departamento de Química y 
Ciencias de los Materiales de la Universidad de Huelva por el grupo del Dr. Gómez 
Ariza. El riñón es un órgano bien irrigado que no se usa habitualmente en los estudios 
de expresión proteica o en ensayos bioquímicos y que tiende a acumular metales. Las 
medidas de las concentraciones de metales se realizaron en mezclas de riñones 
procedentes de ratones macho capturados en las diferentes zonas (15 individuos en 
SOL, 4 en PS, 6 en ARZ y 10 en DR6). 
La Tabla 11 muestra el contenido de los elementos metálicos Cu, Mn, Se, Fe, As, Pb, 
Cd. Todos los elementos estudiados exhibieron diferencias significativas entre los 
puntos de muestreo. Las cantidades más bajas de todos los metales se encontraron en 
los ratones de la zona control SOL la cual representa la zona libre de contaminación en 
el estudio. Del mismo modo el análisis de metales confirma a las zonas ARZ, DR6 y PS 
como zonas contaminadas dado los distintos niveles de metales en dichas zonas (98, 
161, 163). 
Comparado con SOL, las zonas PS y DR6 fueron las zonas más contaminadas ya que 
muestran las concentraciones más altas de los metales (Se, Fe, Pb y Cd en el caso de 
PS, y Mn, Se, Fe, As, y Cd en el caso de DR6). ARZ presentó un menor número de 
metales (Cu, As y Cd) que variaban significativamente respecto a SOL.  
En conjunto, el contenido renal de metales esenciales, como p.ej. Cu y Mn, varía 
menos que el contenido de metales altamente tóxicos, caso del Pb y Cd. Este hecho es 
consistente con la idea de que los niveles de elementos esenciales en M. spretus se 
regulan por mecanismos homeostáticos (98, 161). Pese a ser el Fe un elemento 
Tabla 11. Contenido de metales (ppb) en riñón de ratón de campo. 
 SOL PS DR6 ARZ 
Cu 3.81 ± 0.43 3.69 ± 0.26 3.85 ± 0.14 5.25 ± 0.55(1.38) 
Mn 0.77 ± 0.09 0.63 ± 0.14 0.94 ± 0.06  (1.22) 0.57 ± 0.07 
Se 0.38 ± 0.04 1.46 ± 0.27  (3.84) 1.46 ± 0.06  (3.84) 0.35 ± 0.06  
Fe 23.2 ± 1.30 74.6 ± 40.7  (3.21) 374.1 ± 27.3  (16.30) 27.3 ± 4.10  
As 0.10 ± 0.04 0.24 ± 0.11 0.37 ± 0.07  (3.70) 1.00 ± 0.14(10.00) 
Pb 0.13 ± 0.04 1.00 ± 0.32  (16.9) 0.05 ± 0.05 0.21 ± 0.05  
Cd 0.04 ± 0.01 0.82 ± 0.24  (20.50) 0.31 ± 0.16  (7.75) 0.29 ± 0.06  (7.25) 
Los datos representan la media ± SEM de los valores de metales en ratones machos 
capturados en diferentes zonas: 15 individuos en SOL, 4 en PS, 10 en DR6y 6 en ARZ. En negrita 
y cursiva se marca la significación estadística (p<0.05) respecto a SOL calculada según el test 
Student-Newman-Keuls. Entre paréntesis se muestra el número de veces de aumento de 
concentración del metal respecto a SOL. Las medidas fueron realizadas por el grupo del Dr. 
Gómez Ariza en la Universidad de Huelva. 
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esencial, su sobrecarga en tejidos biológicos provoca radicales libres. Puede verse en la 
Tabla 11 que las cantidades de Fe son muy elevadas (16 veces concentrada) en los 
ratones de la zona DR6. La acumulación de Fe en esta zona puede proceder de varias 
fuentes, una de las cuales podría ser el Rio Tinto en condiciones de marea alta. 
El Cd es un elemento de rápida asimilación y excreción muy lenta. La acumulación 
relativa de Cd en riñones de ratón de la zona PS es la más alta de todos los metales 
estudiados (20 veces). En DR6 y ARZ la concentración de Cd es alta (7 veces respecto 
SOL) aunque no tanto como en PS (Tabla 11).  
El Pb es otro contaminante común y un metal muy tóxico. Se encuentra concentrado 
17 veces respecto SOL y no muestra alteraciones significativas en DR6 y ARZ. El Pb y Cd 
presente en PS probablemente provenga de las balsas de fosfoyesos como material 
lixiviado. El Cu presente en los arrozales puede proceder del utilizado en los cultivos 
como alguicida, mientras que As (que aumenta 10 veces en ARZ) y Cd podrían estar 
relacionados con la contaminación causada por la rotura de la presa de residuos 
mineros de Aznalcóllar (98). 
Los datos biomonitorizados de concentración de elementos sugieren que los animales 
de las zonas de estudio podrían presentar un alto riesgo de contaminación que viene 
generada de actividades de antropogénicas cercanas a las zonas de muestreo. 
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Figura 25. Fotografía de satélite tomada del software Google Earth de las zonas de muestro. La zona SOL se integra dentro del Parque N. Doñana y la zona 
ARZ se localiza en una zona al NE del parque. El cuadrado blanco amplia el área donde se localizan las zonas PS y DR6, al SE de la ciudad de Huelva. 
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Figura 26. Gel virtual generado por el programa PDQuest con los spots analizados. Con un círculo se rodean los 34 spots cuya expresión varió 
significativamente en los sitios contaminados. Cuando la proteína se identificó por MS aparece su símbolo según SwissProt, en caso contrario se muestra el 
número de orden en el análisis. 
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Perfiles de expresión proteica en hígado de M. spretus. 
Este análisis se llevó a cabo mediante electroforesis bidimensional en geles de 24 cm, 
en un rango de pH de intervalo lineal de 4-7 y en rango de masa molecular de 14-70 
kDa. Las muestras analizadas estuvieron constituidas por mezclas de hígado de 4 
animales (50mg/individuo) macho de entre 11 y 12 gramos de peso para evitar 
posibles interferencias relacionadas con la edad o la actividad hormonal del individuo. 
Se extrajo la fracción citosólica como se describe en la sección Materiales y Métodos. 
Se realizaron 3 réplicas (3 geles) de cada zona de manera que se analizaron 12 geles en 
total. Se resolvieron unos 2500 spots o manchas por gel. 
El análisis de los geles se realizó mediante el software PDQuest 7.0.1 (BioRad) de la 
siguiente forma: 
i) Se aplicó un exhaustivo procesado en la identificación de spots válidos. 
ii) Para una más precisa comparación de spots entre geles diferentes éstos se 
normalizaron mediante la cantidad total en los spots válidos incluidos en el 
análisis. De esta forma se eliminan errores de pipeteo durante la preparación 
de la muestra o la carga de los geles. 
iii) Se analizaron los datos estadísticamente mediante un test t-Student-Newman-
Keuls con una significación estadística de p<0.05. 
La localización de cada mancha analizada se integró en la imagen del gel virtual máster 
que genera el programa de análisis y que se muestra en la Figura 26. De los 2500 spots 
por gel comparados, 34 de ellos mostraron expresión diferencial entre las diferentes 
zonas objeto del estudio. 
De los 34 spots con expresión diferencial se identificaron 15 por MALDI TOF. La 
identificación se realizó con un mínimo de 4 péptidos por proteína y usando el motor 
de búsqueda Mascot (http://www.matrixscience.com/) frente a la base de datos NCBI 
no redundante (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). En las búsquedas se estableció un 
error mínimo de ≤ 50 ppm de desviación de masa de los péptidos observados frente a 
la masa calculada de cada uno de ellos. Las proteínas identificadas, número de acceso 
SwissProt, patrón de expresión, Mr y pI observados, puntuación MOWSE, número de 
péptidos utilizados en la identificación y porcentaje de cobertura de la secuencia se 
muestran en la Tabla 12. 
Los 19 spots restantes no fueron identificados. Uno de los motivos podría ser el hecho 
de las diferencias en secuencias que existen entre M. Musculus y M. spretus. La masa 
molecular y el punto isoeléctrico observado para cada proteína identificada no 
coincide en 2/3 de los casos respecto a las proteínas de M. musculus, lo cual está en 
línea con estudios hechos por Klose et al (2002) en cerebro de ambas especies de 
ratón (164). 
Se distinguen 3 patrones de expresión diferentes (Figura 27): 
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Patrón A: Proteínas que incrementan su expresión en al menos una de las zonas 
contaminadas y no varían en las otras (Figuras 28-A y Figura 29-A). El 47% del total de 
las proteínas diferencialmente expresadas (16 de 34) variaron de este modo. 
Patrón B: Proteínas que incrementan su expresión en al menos una de las zonas 
contaminadas pero disminuyen significativamente en alguna(s) de las otra (Figuras 28-
B y Figura 29-B). El 21% del total (7 de 34) se incluyen en este grupo. 
Patrón C: Proteínas que disminuyen su expresión en al menos una de las zonas 
contaminadas y no varían en las otras (Figuras 28-C y Figura 29-C). Este grupo de 
expresión supone un 32% del total (11 de 34). 
La proteínas identificadas como glutatión peroxidasa 1 (GPX1 y GPX1*) corresponden a 
isoformas de la misma proteína (Tabla 12) con la misma masa molecular aparente (≈22 
kDa) pero diferente punto isoeléctrico (6,8 vs 5,3). La comparación con los valores de 
M. musculus (Mr 22 kDa, pI 6,7) sugiere que el spot de punto isoeléctrico neutro, 
GPX1, corresponde con la isoforma nativa de la proteína mientras que el spot más 
ácido representa la forma modificada de la misma. Los cambios de punto isoeléctrico 
de las proteínas por modificación de aminoácidos ocurren, generalmente, bien por 
oxidaciones en Cys, His o Lys o bien por fosforilaciones de Ser, Tyr o Thr dando lugar a 
variantes isoeléctricas más ácidas. La fosforilación de los dos de los siete sitios 
susceptibles de fosforilación en la GPX1 de M. musculus podría acidificar su pI en 1 
unidad de pH. Es muy probable que la isoforma más ácida, GPX1*, sea una 
combinación de modificaciones las cuales provoquen el cambio de pI de 6,8 a 5,3. En 
ningún otro caso se detectaron isoformas de otras proteínas. 
 
 
 
Figura 27. Distribución de proteínas con expresión diferencial en los 3 patrones descritos en el texto. Se 
indica el porcentaje de proteínas incluidas en cada patrón de expresión y el número de ellas 
identificadas y no identificadas. 
7
9
4
3
4
7 Patrón A - Identificadas
Patrón A - No Identificadas
Patrón B - Identificadas
Patrón B - No Identificadas
Patrón C - Identificadas
Patrón C - No Identificadas
47%
21%
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Tabla 12. Patrones de expresión y listado de proteínas identificadas por MALDI TOF en hígado de Mus spretus. 
AccesoSwissProt 
(símbolo) 
Proteína identificada 
Patrón de 
expresión 
Mr 
(kDa)/pIobservado 
Mowse score Nº péptidos 
Secuencia 
cubierta (%) 
Q9ERD7 (TBB3) Cadena beta-3 de la tubulina A 35/5.38 4.08 x 10
4
 8 22.7 
P17751 (TPIS) Triosafosfato isomerasa A 22/5.62 2.84 x 10
3
 7 26.2 
P11352 (GPX1) Glutatión peroxidasa-1 A 22/6.76 6.52 x 10
4
 6 37.8 
Q8BGE6 (ATG4B) Cisteinproteasa ATG4B A 23/5.63 1.48 x 10
3
 4 11.5 
P11725 (OTC) [Precursor mitocondrial] Ornitinatranscarbamilasa A 30/6.76 3.05 x 10
4
 8 27.4 
Q9QXF8 (GNMT) [Precursor mitocondrial] Glicina N-metil transferasa A 29/6.26 2.25 x 10
4
 5 21.6 
O08709 (PRDX6) Peroxirredoxina-6 A 21/6.50 6.10 x 10
3
 6 28.7 
O09131 (GSTO1) Glutatión transferasa omega-1 C 30/6.65 1.53 x 10
3
 4 19.2 
P35700 (PRDX1) Peroxirredoxina-1 C 22/6.33 9.66 x 10
3
 5 36.7 
Q61171 (PRDX2) Peroxirredoxina-2 C 22/4.60 1.67 x 10
4
 8 41.0 
Q8BH95 (ECHM) [Precursor mitocondrial] Enoil-CoAhidratasa C 27/6.72 2.56 x 10
4
 8 30.3 
P11352* (GPX1*) Glutatión peroxidasa-1* B 23/5.32 1.53 x 10
4
 5 37.8 
Q9QXD6 (F16P1) Fructosa-1,6-bifosfatasa-1 B 37/6.02 3.73 x 10
7
 11 40.9 
Q9X83 (METK1) Metionina adenosiltransferasa-1 B 36/5.03 5.58 x 10
5
 10 40.9 
P54869 (HMCS2) [Precursor mitocondrial] Hidroximetilglutaril-CoAsintasa B 36/6.20 1.15 x 10
5
 9 17.7 
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Figura 28-A: Recortes de uno de los geles 2-DE de cada zona de muestreo mostrando los spots 
correspondientes a proteínas identificadas por MALDI-TOF que incrementan su expresión en al 
menos una de las zonas contaminadas y no varían en las demás (patrón de expresión A). La 
intensidad de cada mancha (volumen) en unidades arbitrarias que aparece debajo de cada 
imagen es la media ± SEM de 3 repeticiones / zona de muestreo. 
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Figura 28-B: Recortes de uno de los geles 2-DE de cada zona de muestreo mostrando los spots 
correspondientes a proteínas identificadas por MALDI-TOF que incrementan su expresión en al 
menos una de las zonas contaminadas y disminuyen su expresión en al menos otra de ellas 
(patrón de expresión B). La intensidad de cada mancha (volumen) en unidades arbitrarias que 
aparece debajo de cada imagen es la media ± SEM de 3 repeticiones / zona de muestreo. 
 
 
Figura 28-C: Recortes de uno de los geles 2-DE de cada zona de muestreo mostrando los spots 
correspondientes a proteínas identificadas por MALDI-TOF-PMS que disminuyen su expresión 
en al menos una de las zonas contaminadas y no cambia en otra(s) (patrón de expresión C). La 
intensidad de cada mancha (volumen) en unidades arbitrarias de fluorescencia que aparece 
debajo de cada imagen es la media ± SEM de 3 repeticiones / zona de muestreo. 
Capítulo 2 
58 
 
 
 
Figura 29-A: Recortes de uno de los geles 2-DE de cada zona de muestreo mostrando los spots 
correspondientes a proteínas no identificadas que incrementan su expresión en al menos una 
de las zonas contaminadas y no varían en las demás (patrón de expresión A). La intensidad de 
cada mancha (volumen) en unidades arbitrarias de fluorescencia que aparece debajo de cada 
imagen es la media ± SEM de 3 repeticiones / zona de muestreo. 
 
  
8129
263 ± 0.21563 ± 91 745 ± 211110 ± 5
7231
1330 ± 85 578 ± 92224 ± 29
6117
929 ± 12 551 ± 15154 ± 5337 ± 73
8234
2079 ± 357 1496 ± 1321016 ± 191448 ± 149
453 ± 32
1201
540 ± 51 279 ± 3 4107 ± 218 354 ± 32
2237
1 ± 0 1 ± 1 871 ± 160 1 ± 1
3206
128 ± 59 355 ± 55 699 ± 49
6436
1 ± 1 1 ± 0 393 ± 3 1 ± 0
154 ± 67
4416
1 ±1 1 ± 0 348 ± 14 166 ± 3
SOL PS DR6 ARZ
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Figura 29-B: Recortes de uno de los geles 2-DE de cada zona de muestreo mostrando los spots 
correspondientes a proteínas identificadas por MALDI-TOF-PMS que incrementan su expresión 
en al menos una de las zonas contaminadas y disminuyen su expresión en al menos otra de 
ellas (patrón de expresión C). La intensidad de cada mancha (volumen) en unidades arbitrarias 
de fluorescencia que aparece debajo de cada imagen es la media ± SEM de 3 repeticiones / 
zona de muestreo. 
1121
271 ± 38 183 ± 11 2355 ± 86 1 ± 1
1203
833 ± 15 594 ± 40 3151 ± 67 203 ± 61
3117
194 ± 25 183 ± 7 620 ± 40 1 ± 1
SOL PS DR6 ARZ
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Figura 29-C Recortes de uno de los geles 2-DE de cada zona de muestreo mostrando los spots 
correspondientes a proteínas identificadas por MALDI-TOF-PMS que disminuyen su expresión 
en al menos una de las zonas contaminadas y no cambia en otra(s) (patrón de expresión C). La 
intensidad de cada mancha (volumen) en unidades arbitrarias de fluorescencia que aparece 
debajo de cada imagen es la media ± SEM de 3 repeticiones / zona de muestreo. 
3111
251 ± 25 1 ± 1 61 ± 18318 ± 83
0110
694 ± 119 542 ± 31 1 ± 1 1 ± 1
1697 ± 94 1319 ± 109 684 ± 70 447 ± 118
6403
9204
302 ± 111997 ± 95 727 ± 61 1 ± 0
909 ± 68 1 ± 1 1 ± 1
0026
1301 ± 235
4509
597 ± 50 148 ± 9 537 ± 68 59 ± 1
2125
1329 ± 114 1479 ± 33 1 ± 1 1 ± 1
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Validación de los datos proteómicos por hibridación Western. 
Para validar los resultados del análisis proteómico se realizaron hibridaciones Western 
con anticuerpos específicos de algunas de las proteínas identificadas, dos de ellas (TPIS 
y OTC) incluidas en el patrón A de expresión, una de ellas (METK1) incluida en el patrón 
B, y otra (PRDX1) en el patrón C de expresión. Se pretende comprobar mediante una 
técnica diferente los cambios de expresión observados mediante el análisis 
proteómico. La separación de las proteínas y el Western se realizaron según se 
describe en la sección de Materiales y Métodos. 
El análisis de expresión por Western blot de TPIS y OTC (Figura 30 y Figura 31) fue 
consistente con los datos de expresión en proteómica 2-DE. El anticuerpo anti-TPIS 
reveló una única banda de la masa molecular esperada y confirmó que la expresión de 
TPIS era mucho mayor en las zonas contaminadas DR6 y ARZ que en la zona control 
SOL. En el caso de OTC el anticuerpo mostró dos bandas de peso molecular 
ligeramente distinto que probablemente se correspondan con el precursor 
mitocondrial (P) y la forma madura de la proteína (M). El máximo de expresión se 
obtuvo en la zona PS. Se observa también un descenso en DR6 respecto a PS. Estos 
datos son consistentes con el análisis proteómico. Para determinar cuál de las dos 
bandas es la que se observa en los geles del análisis proteómico se realizó Western 2-
DE. Se utilizó un rango de pH 4-7 y geles de 7 cm y se ensayaron las zonas donde la 
expresión de OTC era máxima (PS) y mínima (DR). La isoforma detectada con el 
anticuerpo anti-OTC coincidía en pI con la identificada por espectrometría de masas 
(6.60 en Western 2-DE vs 6.76 en análisis proteómico). Estos resultados, además de 
validar los resultados del análisis proteómico ponen de manifiesto que el Western 2-DE 
puede ser una técnica muy útil para complementar estudios de expresión de proteínas 
concretas y para detección de sus isoformas. 
 
 
Figura 30. Expresión de la proteína TPIS en las zonas contaminadas DR6 y ARZ en comparación 
con la zona control SOL mediante hibridación Western. Los números indican la intensidad de la 
señal normalizada por la de la proteína GAPDH cuya expresión se supone invariable. 
SOL DR6 ARZ
0.049 0.303 0.156
TPIS
GAPDH
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De forma similar se llevó a cabo la validación de la expresión de la proteína METK1. En 
primera instancia, la detección en geles monodimensionales no reveló ningún cambio 
en la expresión de esta proteína (Figura 32). Como hemos visto anteriormente pueden 
existir isoformas de una misma proteína. Para que éstas sean resueltas en un gel 1-DE 
es necesario que haya una suficiente diferencia de peso molecular entre ambas. Una 
separación en 2-DE permite resolver proteínas de masas moleculares parecidas si éstas 
difieren en su pI. Por ello realizamos el Western 2-DE y este nos muestra la existencia 
de una isoforma ácida de METK1, de pI 5.0, presente en PS y casi ausente en las 
muestras procedentes de DR6. Existen al menos otras 4 isoformas de la proteína con 
igual peso molecular. La isoforma ácida es la que detectamos en el análisis proteómico. 
De esta forma, los datos que nos aporta el inmunoensayo son consistentes con los 
revelados por el estudio proteómico.  
 
Figura 32. La imagen de la izquierda muestra la expresión de la proteína METK1 en las zonas 
contaminadas PS, DR6 y ARZ en comparación con la zona control SOL mediante hibridación Western 
de proteínas separadas por SDS-PAGE. Los números indican la intensidad de la señal normalizada por 
la de la proteína GAPDH que se utilizó como control. A la derecha se compara la expresión de la 
proteína METK1 en las zonas contaminadas PS y DR6. En este caso el Western se realizó sobre 
proteínas separadas por 2-DE. 
 
El estudio proteómico muestra que la expresión de PRDX1 desciende 
significativamente en las zonas DR6 y ARZ respecto a SOL o PS que tienen unos niveles 
de expresión similares. El pI de la proteína identificada por espectrometría de masas 
fue 6.33. Como en el caso de la proteína METK1, el Western 1-DE no confirmó este 
resultado (no se muestran los datos). Sin embargo, cuando se realiza la separación de 
las proteínas en dos dimensiones (Figura 33) el anticuerpo mostró dos isoformas, y la 
PS DR6 ARZSOL
1.844 2.104 2.2361.911
METK1
GAPDH
4 75 6
pI
METK1
PS
DR6
5.0
 
Figura 31. La imagen de la izquierda muestra la expresión de la proteína OTC en las zonas contaminadas 
PS, DR6 y ARZ en comparación con la zona control SOL mediante hibridación Western de proteínas 
separadas por SDS-PAGE. Los números indican la intensidad de la señal normalizada por la de la proteína 
GAPDH que se utilizó como control. P señala al precursor mitocondrial y M a la forma madura de la 
proteína. La cuantificación se realizó para la isoforma P y para el total (P+M). A la derecha se compara la 
expresión de la proteína OTC en las zonas contaminadas PS y DR6. En este caso el Western se realizó 
sobre proteínas separadas por 2-DE. 
 P
 MOTC
GAPDH
PS DR6 ARZSOL
0.118 0.143 0.036 0.035
0.491 0.394 0.071 0.060
P
P+M
PS
DR6
OTC
4 75 6
pI
6.6
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expresión de una de ellas, de pI 6.3, coincide para las muestras analizadas (PS y DR6) 
con lo observado en el estudio proteómico. 
 
Figura 33. Western sobre proteínas separadas por 2-DE revelando isoformas de la proteína PRDX1 en 
las zonas contaminadas PS y DR6. 
 
Por tanto, la cuantificación de la expresión proteica por Western blot de algunas de las 
proteínas detectadas con cambios de expresión diferencial apoya los resultados del 
análisis proteómico realizado. 
Proteínas que incrementan su expresión en al menos una de las zonas 
contaminadas (patrones A y B) 
De las 15 proteínas identificadas 7 (GPX1, ATG4B, GNMT, PRDX6, OTC, TPIS y TBB3) se 
ajustan al patrón de expresión A y 4 (GPX1*, F16P1, METK1 y HMCS2) al B (Figura 28-A 
y Figura 28-B). 
La cadena beta 3 de la tubulina (TBB3) forma parte de los microtúbulos formando un 
heterodímero con una tubulina alfa. La tubulina es una proteína que sufre oxidaciones 
por EROs formando puentes disulfuro, éstos provocan la inhibición de la 
polimerización de los microtúbulos. La tubulina, al igual que otros componentes del 
citoesqueleto, actúa como tampón redox para proteger a las biomoléculas sensibles al 
daño oxidativo (165). La sobreexpresión de TBB3 en DR6 y ARZ (Figura 28-A) parece 
muy acorde con el estado prooxidante demostrado por los valores de metales 
estudiados (Tabla 11). Otros estudios proteómicos demuestran que la TBB3 varía su 
expresión en condiciones de estrés oxidativo inducido (166). Se ha demostrado que el 
arsénico inhibe el ensamblaje y la polimerización de los microtúbulos e induce su 
despolimerización (167). Por tanto, el incremento de los niveles de TBB3 debería 
proteger a los animales de las zonas DR6 y ARZ, que tienen un contenido de As más 
elevado, del efecto genotóxico de este contaminante. 
Enzimas clave de la ruta glucolítica, como el caso de la fosfofructoquinasa, son 
generalmente inactivadas por oxidación (168). El descenso de actividad de la ruta 
glucolítica por estrés oxidativo promueve el flujo de glucosa hacia la ruta de las 
pentosas fosfato con el fin de elevar la síntesis de NADPH para la defensa antioxidante. 
La enzima TPIS interconvierte dihidroxiacetona-fosfato y D-gliceraldehído-3-fosfato en 
la glucolisis, la gluconeogénesis y en el ciclo de las pentosas fosfato. TPIS es una 
enzima redox sensible pero, contrariamente a otras enzimas glucolíticas, es resistente 
PRDX1
6.3
PS
DR6
4 75 6
pI
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a la inactivación (169). Por el contrario, la fructosa-1,6-bisfosfatasa 1 (F16P1), enzima 
gluconeogénica clave que cataliza la reacción opuesta a la fosfofructoquinasa, se activa 
reversiblemente por S-tiolación. El aumento de la expresión de TPIS en ratones de las 
zonas ARZ y DR6 (Figura 28-A), y de F16P1 en DR6, podría indicar una modulación 
ambiental del metabolismo energético (de carbohidratos) para producir suficiente 
poder reductor en ambientes oxidantes debido a la presencia de elementos metálicos 
contaminantes (Tabla 11).  
La glutatión peroxidasa 1 (GPX1) es la enzima antioxidante más importante que 
contiene selenio. Cataliza la eliminación de H2O2 y lipohidroperóxidos con la 
participación de GSH. Los oxidantes incrementan la actividad de GPX1, parcialmente al 
menos, por inducción de la transcripción del gen gpx1 (170). Análisis proteómicos 
también han demostrado la sobreexpresión de GPX1 en condiciones de estrés 
oxidativo (171). De esta forma el aumento de la abundancia de GPX1 en animales de la 
zona DR6 (Figura 28-A) podría indicar una respuesta adaptativa al estrés oxidativo 
generado por los contaminantes, como el caso del Se. Estudios realizados en hígados 
de rata han demostrado que la administración exógena de Se induce la síntesis de 
GPX1. GPX1 se ha propuesto como un “reservorio o tamponador” de Se en los 
organismos (172). Dado que en DR6 se presentan los niveles más altos de selenio 
(Tabla 11) la expresión se GPX1 en DR6 puede verse favorecida por la presencia de 
dicho metal. También se identificó una isoforma ácida de esta enzima, GPX1*. Esta 
isoforma se incluyó en el patrón de expresión C ya que, si bien se incrementa 3,3 veces 
en PS (más que la isoforma nativa) prácticamente está ausente en la zona ARZ (Figura 
28-B). No se había descrito hasta el momento en la bibliografía la presencia de una 
forma oxidada de GPX1. La expresión de GPX1 en la zona control SOL sugiere su 
relación con el metabolismo endógeno normal, sin menoscabo de que su formación 
puede incrementarse en especies que habitan en ecosistemas contaminados. 
ATG4B es una Cys-proteasa de 44 kDa que desempeña un papel en la autofagia (173). 
El spot identificado tiene 23 kDa por lo que debe tratarse de un fragmento de la 
misma. La degradación de ATG4B en animales de la zona PS podría afectar 
negativamente a los numerosos procesos biológicos en los cuales la autofagia juega un 
papel crítico, como el control del crecimiento celular asociado con el desarrollo de 
tumores (173). Además, bajo condiciones de estrés oxidativo se desarrollan procesos 
apoptóticos. En estos procesos las caspasas median la fragmentación de la familia de 
proteínas relacionadas con la autofagia (familia ATG) (174). 
La glicina N-metiltransferasa (GNMT) cataliza la metilación de glicinas de diferentes 
aceptores usando S-adenosilmetionina (SAM) para formar N-metilglicina con la 
consiguiente producción de S-adenosilhomocisteina (SAH). SAM es una molécula 
esencial en la homeostasis hepática (175). La metionina adenosiltransferasa 1 alfa 
(METK1) cataliza la biosíntesis de SAM a partir de Met y ATP. SAH se hidroliza 
posteriormente a homocisteína, un punto de derivación crucial en el metabolismo de 
la Met. La homocisteína se puede reciclar a Met o, por una ruta de transulfuración, 
puede formar Cys muy necesaria para la biosíntesis de GSH (176). GNMT regula las 
concentraciones tisulares de SAM y, por tanto, de SAH. SAM estimula la síntesis tanto 
del transcrito como de la proteína GNMT (177). La inducción de GNMT es 
concomitante con METK1, igual que ocurre con otras enzimas del metabolismo de la 
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Met (176). Esto ocurre en PS aunque METK1 disminuye significativamente en las zonas 
DR6 y ARZ (Figura 28-A y Figura 28-B). 
Además de este papel metabólico, GNMT se une a benzo[a]pireno (BaP), neutraliza su 
efecto en hígado y previene de la citotoxicidad de este PAH (178). La sobreexpresión 
de METK1 y GNMT en ratones PS podría explicar un incremento del flujo hepático de 
Met hacia la ruta de transulfuración (176) como un mecanismo para combatir el estrés 
oxidativo que podría generar algunos de los contaminantes (metales como Cd, Pb, Se, 
Fe) presentes en dicha área. Por otra parte la sobrexpresión de GNMT podría proteger 
a los ratones de PS del BaP y otros hepatocarcinógenos relacionados con el 
medioambiente. Sin embargo, METK1 disminuye significativamente en las zonas DR6 y 
ARZ (Figura 28-A y Figura 28-B). 
La ornitinatranscarbamilasa (OTC) cataliza la segunda reacción del ciclo de la urea que 
elimina el exceso de amonio derivado principalmente del catabolismo de aminoácidos. 
El aumento de la ingesta de proteínas y el hambre estimula todas las enzimas del ciclo 
de la urea (179). En consecuencia, la inducción simultánea de OTC y de la hidroximetil-
glutaril-CoA sintasa (HMCS2), que participa en la cetogénesis, podría reflejar una 
adaptación metabólica a la ingesta incrementada de proteínas y/o escasez de glucosa 
de animales que viven en la zona PS. En DR6 la expresión de HMCS2 disminuye 
significativamente respecto a la zona control (patrón B). 
La peroxirredoxina 6 (PRDX6) es una enzima antioxidante crítica que utiliza GSH para 
reducir H2O2 y lipohidroperóxidos (23). Se ha visto que la inducción de esta peroxidasa 
independiente de Se protege frente a EROs, mantiene la homeostasis de Ca2+ y detiene 
la apoptosis. El Cd altera la homeostasis del Ca2+ desencadenando procesos 
apoptóticos (180). La presencia relativamente alta de Cd en ratones de la zona PS 
(Tabla 11) debería dar lugar a una desregulación de la homeostasis del Ca2+ y la 
aparición de apoptosis, lo que apoyaría lo explicado para ATG4B. La supresión por 
siRNA de PRDX6 incrementa la apoptosis inducida por peróxido (181). La inducción de 
los niveles de PRDX6 puede ser un efecto compensatorio para eliminar EROs, regular la 
homeostasis del Ca2+ y, en última instancia, evitar procesos de muerte celular.  
Proteínas que disminuyen su expresión en al menos una de las zonas 
contaminadas y no varían en las otras (patrón C) 
Las 4 proteínas identificadas que restan (GSTO1, PRDX1, ECHM y PRDX2) bien 
disminuyen su expresión en las zonas contaminadas, o bien no varían (Figura 28-C). 
Los oxidantes modifican a las proteínas provocando la pérdida de función y el aumento 
de la degradación de las mismas. Muchas proteínas muestran incremento de 
proteólisis tras la exposición a varios oxidantes (182). El desequilibrio entre la síntesis 
de proteínas y la proteólisis debería justificar, al menos parcialmente, el descenso de 
expresión de estas proteínas en DR y ARZ fundamentalmente. 
La enoil-CoA hidratasa mitocondrial (ECMH) pertenece a la ruta de β-oxidación 
mitocondrial. Esta proteína muestra un valor de intensidad de fluorescencia más alto 
en animales de SOL pero apenas llega al límite de detección en las zonas contaminadas 
DR6 y ARZ (Figura 29-C), lo que sugiere un desajuste en el metabolismo de los lípidos. 
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Estudios proteómicos previos mostraron que la expresión de ECHM se reduce 
sustancialmente en carcinomas hepáticos (183). Además, la expresión de ECHM 
también se reduce en ratones deficientes en METK1, de acuerdo con su predisposición 
al daño hepático y su transformación maligna (175). También se ha publicado que las 
EROs inhiben el transporte de pre-proteínas del citosol a la mitocondria, de tal forma 
que se favorece la degradación de las mismas acelerando su decadencia (184). De esta 
forma el descenso de la cantidad del precursor ECHM (también aplicable a HMCS2, 
Figura 28-B) podría deberse parcialmente a la inhibición del transporte de proteínas a 
la mitocondria en condiciones oxidantes de los ratones DR6 y ARZ. 
Las peroxirredoxinas (PRDXs) son proteínas pequeñas y abundantes que catalizan la 
degradación de H2O2 y otros peróxidos. PRDX1 y PRDX2 pertenecen a la clase 2-Cys 
PRDX típicas. En condiciones normales, estas proteínas regulan la señalización mediada 
por H2O2, pero en condiciones de oxidantes cambian su baja masa molecular con 
actividad peroxidasa a alta masa molecular ya con actividad chaperona (185). Las 
PRDXs 2-Cys pueden oxidarse pero esta oxidación puede ser revertida por 
sulfirredoxina en un proceso lento que requiere de GSH o tiorredoxina (185). Mediante 
una aproximación proteómica PRDX1 se ha identificado como una proteína diana de 
daño oxidativo temprano. Bajo condiciones de estrés oxidativo alto PRDX1 desaparece 
casi por completo (Figura 28-C) probablemente debido a una inactivación por 
oxidación irreversible rápida e descompensada (166). 
Las glutatión transferasas (GSTs) juegan un papel importante tanto en detoxificación 
como en bioactivación de xenobióticos. La clase omega de GST (GSTO) participa en 
reacciones de reducción que no se catalizan por otros GSTs. Por tanto, GSTO1 reduce 
α-halocetonas tóxicas a acetofenonas no tóxicas (186). En el caso contrario nos 
encontramos que en la biotransformación inorgánica del As, GSTO1 lo reduce a 
arsenato, monometilarsenato y a ácido dimetilarsínico aumentando la toxicidad del As 
en tres especias distintas (187). En animales con descenso de GSTO1 deberían estar 
protegidos frente a toxicidad de As como ocurren en DR6 (Tabla 11). Por el contrario, 
los ratones ARZ deberían presentar mayor riesgo considerando su elevada cantidad 
renal de As (10 veces más). Sin embargo la participación de GSTO1 en la detoxificación 
de α-halocetonas predice que los animales de ARZ, con altas cantidades de GSTO1, 
deberían proteger frente a la acción deletérea de estos compuestos químicos, 
utilizados en la actividad agrícola intensiva (186). 
Proteínas no identificadas por MALDI TOF. 
En aproximadamente 2 de cada 3 spots diferencialmente expresados falló la 
identificación por espectrometría de masas (19 de un total de 34). Diversas razones 
podrían explicar este hecho, entre ellas las diferencias en las secuencias de proteínas 
entre M. musculus y M. spretus o la escasa expresión de estas proteínas (spots poco 
intensos). Sin embargo, las proteínas no identificadas pueden ser agrupadas en los 
mismos patrones de expresión que aquellas que si fueron identificadas. (Figura 29-A-B-
C). 
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El estudio objeto de este capítulo se realizó con células de hepatocarcinoma de ratón 
(línea Hepa-1,6) sometidas a estrés oxidativo. El estrés se indujo mediantes dos 
procedimientos: 
i) Silenciamiento simultáneo de tres genes, dos de ellos son los que codifican 
PRDX1 y PRDX3, proteínas de defensa antioxidativa componentes del sistema 
tiorredoxina-tiorredoxina reductasa. El tercero es el gen GCLC, fundamental 
para la síntesis de glutatión y por tanto pieza clave del sistema glutatión-
glutatión reductasa. 
 
ii)  Tratamiento de las células con glucosa oxidasa (GO), que junto con la glucosa 
del medio genera peróxido de hidrógeno. 
El objetivo es detectar proteínas con tioles susceptibles de oxidación reversible y 
estudiar el patrón de oxidación en función del grado de estrés oxidativo inducido. Para 
ello utilizamos una metodología que combina técnicas convencionales de separación e 
identificación de proteínas (2-DE y espectrometría de masas) con el marcaje específico 
de los tioles oxidados de forma reversible. El proceso de marcaje, descrito con detalle 
en la sección de Materiales y Métodos, implica el bloqueo de los tioles que están 
reducidos en la proteína nativa con N-etilmaleimida (NEM) para evitar la oxidación de 
los mismos durante la preparación del extracto proteico, seguido de la reducción de 
los tioles oxidados con DTT y el marcaje de estos con 5-iodoacetamidofluoresceína 
(IAF) (Figura 8). Por consiguiente, el método que utilizamos sólo permite identificar 
aquellos tioles oxidados que el DTT puede revertir, es decir, disulfuros inter- e intra-
moleculares, y disulfuros mixtos proteína-glutatión. 
El método utilizado permitió en algunos casos identificar la cisteína concreta 
involucrada en oxidación reversible. 
El estudio que se presenta aquí se ha publicado en Journal of Proteomics en 2012 
(188). 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
La exposición a altas concentraciones de oxidantes puede llevar a una situación no 
fisiológica que conduce a la oxidación de muchas cisteínas, incluidas aquellas poco 
reactivas, además de otros aminoácidos (56). Con la intención de distinguir los tioles 
que se oxidan primero de aquellos que sólo lo hacen una vez que se ha alcanzado un 
nivel de estrés severo hemos buscado proteínas con tioles oxidados en células 
sometidas a diferente grado de estrés oxidativo: células control (scr), células 
silenciadas (si), células tratadas con glucosa oxidasa (scr+GO) y células silenciadas y 
tratadas con GO (si+GO).  
Silenciamiento simultáneo de PRDX1, PRDX3 y GCLC 
El silenciamiento transitorio de PRDX1, PRDX3 y GCLC se realizó mediante transfección 
de células Hepa1-6 con los siRNA específicos cuyas secuencias se describen en el 
apartado de Materiales y Métodos. 
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Para investigar la eficiencia de silenciamiento múltiple se determinaron las cantidades 
de los mRNA correspondientes mediante RT-PCR y de las proteínas mediante 
hibridación Western. Asimismo, se midió la concentración de GSH en el medio de 
cultivo y en las células transfectadas. 
 
Figura 34. Detección mediante Western del descenso de las proteínas codificadas por los 
genes silenciados en las células transfectadas con los siRNAs específicos (si) en comparación 
con las células transfectadas con siRNA inespecífico (scr). Como control se muestra el 
resultado de la hibridación con anti-GAPDH. Las imágenes son de un gel representativo. A la 
derecha de la imagen se muestra el porcentaje de inhibición de la síntesis de la proteína. Los 
datos son la media ± SD de al menos 3 hibridaciones independientes. *** Significación 
estadística de P < 0,001. 
Tabla 13. Cuantificación absoluta (nº de moléculas de transcrito/pg de RNA total) de los 
transcritos estudiados en las células silenciadas (si) y en células transfectadas con un control 
(scr). Los datos son la media ± SD de al menos 3 transfecciones independientes. *** 
Significación estadística de P < 0,001. 
 
 scr si % inhibición 
PRDX1 390 ± 31 131 ± 12 66,4*** 
PRDX3 84 ± 5 13 ± 1 84,5*** 
GCLC 94 ± 13 28 ± 3 70,2*** 
GAPDH 2960 ± 709 2641 ± 538 ns 
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Los transcritos codificantes para PRDX1, PRDX3 y GCLC se inhibieron significativamente 
en células silenciadas cuando se comparan con células transfectadas con un siRNA 
inespecífico, de secuencia ausente en el genoma del ratón (scrambled, scr). Como 
control, se determinó el número de copias de mRNA de GAPDH el cual no experimentó 
cambios significativos como era de esperar (Tabla 13). 
De acuerdo al descenso del número de moléculas de los transcritos, el nivel de 
proteínas disminuyó significativamente como muestran los resultados de análisis por 
Western blot (Figura 35). El descenso del nivel de proteína fue un 84,2% para PRDX1, 
93,1% para PRDX3 y 75% para GCLC. La intensidad de la señal de quimioluminiscencia 
se normalizó con el anticuerpo anti-GAPDH.  
Los resultados obtenidos en este silenciamiento múltiple concuerdan con los datos 
encontrados en la bibliografía referentes al silenciamiento individual de estos genes 
(189-191). 
La reacción catalizada por la proteína GCLC es el factor limitante en la síntesis de GSH. 
Para verificar que el descenso en la cantidad de GCLC presente en la célula se traducía 
en niveles reducidos de GSH medimos la concentración de GSH total (reducido y 
oxidado) en las células y en el medio de cultivo (Figura 35). La concentración de GSH 
tanto en el medio de cultivo como la concentración intracelular se redujo un 55% 
después de la transfección. 
 
 
Figura 35. Concentración total de GSH en las células transfectadas y en el medio de cultivo. El 
descenso fue de un 56.3%*** en el medio de cultivo y de un 55.6%*** en las células. Los datos 
son la media ± SD de al menos 3 transfecciones independientes. *** Significación estadística 
de P < 0,001. 
Capítulo 3 
70 
 
Valoración del grado de estrés inducido por el silenciamiento y/o el 
tratamiento con GO 
Se midieron 3 parámetros: EROs intracelulares, nivel de carbonilación de las proteínas 
y nivel de oxidación reversible de tioles. 
Las EROs se determinaron monitorizando la oxidación de HDCF para dar DCF que es 
muy fluorescente (Figura 36, izquierda). Tanto la reducción de los niveles de PRDX1, 
PRDX3 y GSH como el tratamiento con GO inducen una pequeña subida, pero 
significativa, de EROs (unas 2 veces). Se observa un efecto aditivo en el tratamiento 
con GO de las células silenciadas (subida de 4,9 veces respecto al control). 
Para medir la carbonilación de las proteínas se utilizó el método inmunológico del 
DNPH (Figura 36, derecha). Sólo las muestras tratadas con GO mostraron un 
incremento significativamente distinto respecto a las células control.  
El nivel de tioles oxidados reversiblemente en las proteínas se midió usando IAF como 
marcaje de estos. En la Figura 37 se observa que el silenciamiento sube 5,6 veces este 
parámetro y que el tratamiento con GO eleva hasta 10 este número. No se observó un 
efecto aditivo en las células silenciadas tratadas con GO. 
 
 
Figura 36. Comparación del nivel intracelular de EROs y del nivel de carbonilación de 
proteínas en las células control (scr), silenciadas (si), tratadas con GO (scr+GO) y silenciadas 
tratadas con GO (si+GO). El tratamiento con GO (30U/ml durante 4h se describe en 
Materiales y Métodos). Los datos de EROs son la media ± SD (n=4 experimentos 
independientes) de la intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias normalizados por la 
cantidad de proteína. Los datos de carbonilación son la media ± SD (n=3 experimentos 
independientes) de la intensidad de quimioluminiscencia en unidades arbitrarias de la señal 
específica en Western utilizando anticuerpos anti-DNP Significación estadística: *P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0,001. 
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Los resultados anteriores indican que un primer nivel de estrés se logró mediante el 
silenciamiento. El ligero incremento de EROs que provoca incrementa el grado de 
oxidación reversible de tioles en las proteínas pero no llega a causar daño por 
carbonilación de las mismas.  
Un segundo nivel de estrés oxidativo de estableció por tratamiento durante 4 horas 
con GO. Los valores de EROs en esta situación duplicaron los encontrados en células 
control. El efecto de este sutil incremento comparado con el alcanzado por el 
silenciamiento fue suficiente para elevar, no sólo el grado de oxidación de tioles, sino 
que también el estado de carbonilación de las proteínas (9,6 veces). 
El mayor grado de estrés se logró cuando se combinaron silenciamiento y tratamiento 
con GO. En este caso la carbonilación aumenta pero no lo hace la oxidación de tioles 
que parece haber alcanzado un umbral sólo con el tratamiento con GO establecido, tal 
vez, por saturación de la reactividad de los grupos P-SH expuestos. Fratelli et al. (192) 
también encontraron un umbral de S-tiolación cuando trataron linfocitos T humanos 
en un rango de concentración de H2O2 de 100 µM a 10 mM. 
Identificación de proteínas con tioles oxidados y patrones de oxidación 
La observación (Figura 37 izquierda) de un mismo gel teñido para tioles oxidados 
(marcaje con IAF) y para proteínas totales (marcaje SYPRO Ruby) demuestra que la 
mayoría de las proteínas carecen de tioles susceptibles de oxidación reversible y que 
este tipo de oxidación ocurre de manera específica sobre determinadas proteínas.  
 
Figura 37. Proteínas con tioles oxidados de forma reversible en las células control (scr), 
silenciadas (si), tratadas con GO (scr+GO) y silenciadas tratadas con GO (si+GO). El 
tratamiento con GO (30U/ml durante 4) y el marcaje con IAF se describen en Materiales y 
Métodos). A la izquierda se muestra un gel representativo (SDS-PAGE) de proteínas con tioles 
marcados con IAF. El contraste de la calle scr se subió en scr* para facilitar la comparación de 
los patrones de oxidación de las proteínas. Una imagen del mismo gel teñido con SYPRO-Ruby 
se muestra al lado. A la derecha se muestra el resultado del análisis cuantitativo de varios 
geles de IAF. Los datos son la media ± SD (n=3 geles de experimentos independientes) de la 
intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias. Significación estadística: ***P<0,001. 
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Este hecho se ve mejor cuando se separan las proteínas en geles bidimensionales 
(Figura 39). Esta característica es necesaria para que los tioles puedan desempeñar la 
función atribuida a estos grupos en la regulación redox. Para identificar proteínas con 
grupos tiólicos de oxidación reversible hemos separado proteínas marcadas con AF 
(acetamidofloresceína) por 2-DE (18 cm, IPG 3-10NL). Hemos comparado las 3 
imágenes de los geles obtenidas con cada una de las 4 condiciones estudiadas: células 
control (scr), células silenciadas (si) y células tratadas con GO (scr+GO y si+GO). Los 
extractos de proteína procesados se obtuvieron de al menos seis cultivos celulares 
para cada condición experimental que se mezclaron antes de la extracción proteica. 
Mediante el programa PDQuest (BioRad) se analizaron las 12 imágenes de geles. En la 
Figura 38 se muestra un ejemplo representativo de cada condición experimental. Los 
geles 2-DE marcados con AF mostraron que tanto el nivel global de oxidación como los 
perfiles de oxidación de proteínas específicas que se oxidan, difieren 
considerablemente entre las cuatro condiciones experimentales de acuerdo a la 
información obtenida en los geles 1-DE (Figura 37). La igualdad en la carga total de 
proteína en los diferentes geles se comprobó mediante posterior tinción con SYPRO 
Ruby de los mismos.  
 
Figura 38. Imágenes de geles representativas de las cuatro condiciones experimentales 
analizadas mostrando las proteínas con tioles oxidados de forma reversible. Para una exacta 
comparación visual de las cuatro imágenes, tanto los parámetros programados en el escáner al 
adquirir todas las imágenes (alto voltaje en el fotomultiplicador) como los parámetros relativos 
al contraste de la imagen durante el procesado en el programa PDQuest fueron idénticos. 
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Figura 39. Comparación de dos imágenes del mismo gel 2-DE (18 cm, IPG 3-10NL) cargado con 
proteína procedente de células tratadas con GO (scr+GO). Los tioles oxidados de las proteínas 
se tiñeron con IAF, las proteínas se separaron por 2-DE y el gel se escaneó para detectar la 
fluorescencia del marcaje AF. Posteriormente, el gel se tiñó con SYPRO-Ruby que marca todas 
las proteínas y se volvió a escanear de nuevo, de forma adecuada a la tinción. La imagen 
central es la superposición de las imágenes anteriores. La zona del recuadro se amplía abajo 
(imagen SYPRO-Ruby a la izquierda e imágenes superpuestas a la derecha). Algunas proteínas 
tienen tioles oxidados reversiblemente (flechas azules) mientras que otras carecen de ellos 
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Tras el análisis conjunto de los 12 geles (4 grupos o condiciones por 3 repeticiones por 
grupo) se identificaron 46 spots por MALDI TOF/TOF. La posición de cada spot 
identificado se indica en el gel virtual (master) generado por el programa PDQuest 
(Figura 40) y corresponden a 26 proteínas con funciones celulares variadas. La Tabla 2 
muestra estas proteínas ordenadas por funciones. 
La mayoría de los spots identificados se corresponden con proteínas que participan en 
rutas metabólicas (26%) relacionadas con el metabolismo de carbohidratos, 
aminoácidos y ácidos grasos, el ciclo de Krebs. También hay proteínas relacionadas con 
la motilidad celular (22%), la homeostasis redox (20%), el plegamiento y degradación 
de proteínas (13%), la transcripción (4%) y la transducción de señales (4%). Cinco de las 
manchas identificadas mostraron una homología significativa con una hipotética 
proteína de Rattus norvergicus (XP_001071939). La posible secuencia de esta proteína 
tiene 142 residuos de aminoácidos que incluyen 16 Cys localizadas en motivos 
repetidos (secuencia consenso ECVLVKM). No encontramos equivalente de esta 
secuencia en la base de datos de Mus musculus. 
 
Figura 40. Gel virtual mostrando la posición y número de orden (SSP) de las proteínas 
identificadas. Los símbolos utilizados corresponden a la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot. 
 
El resultado del análisis cuantitativo de la intensidad de fluorescencia de las proteínas 
identificadas se muestra en la Tabla 15. El silenciamiento y/o el tratamiento con GO 
aumentaron la señal de fluorescencia de todas las proteínas observándose un efecto 
(flechas blancas). 
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sinérgico en la mayoría de ellas. Con los datos de intensidad de fluorescencia 
normalizados se realizó un análisis jerarquizado de agrupamientos utilizando el 
algoritmo tau de Kendall para medir similitudes entre proteínas. El análisis, realizado 
con el programa Genesis (193), mostró la existencia de dos perfiles de oxidación 
(Figura 41). Las proteínas que siguen el patrón de oxidación 1 se oxidan principalmente 
por el silenciamiento. En este grupo están ALDOA, ENOA, AATC, DHE3 y ACADS, cinco 
de las ocho proteínas relacionadas con el metabolismo de biomoléculas; ROA2 y ROAA, 
las dos proteínas implicadas en la transcripción; y la mayoría de los spots 
correspondientes a la proteína hipotética con homología en la base de datos de R. 
norvegicus. En cambio, las proteínas que siguen el patrón 2 se oxidan principalmente 
por el tratamiento con GO. Este grupo incluye GSTO1, PDAI1, PRDX1 y PRDX2, cuatro 
de las seis proteínas relacionadas con la homeostasis redox; CYTB, HSP7C y PSA6, 3 de 
las cuatro proteínas implicadas en el plegamiento y degradación de proteínas; y ACTG 
y COF1, dos de las tres proteínas implicadas en la motilidad celular (Tabla 14). 
Proponemos que las proteínas con tioles muy sensibles (en su mayoría siguen el 
patrón 1) podrían desempeñar un papel importante en la regulación por estrés redox. 
 
Figura 41. Patrones de oxidación obtenidos mediante análisis jerarquizado de agrupamientos 
utilizando el programa Genesis. La proximidad entre proteínas se determinó utilizando los 
datos de fluorescencia mostrados en la Tabla 3 normalizados por proteína y el algoritmo tau 
de Kendall.  
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Tabla 14. Proteínas con tioles susceptibles de oxidación reversible identificadas por MALDI TOF/TOF. 
SSP 
(a)
 Símbolo 
(b)
 Proteína 
(b)
 ID UniProt Masa (kDa) pI Nº secuencia MOWSE AF-Cys
(d)
 NEM-Cys
(d)
 
(e) 
 
    
Teór. Exp. Teór. Exp. péptidos cubierta (%) score 
(c)
 
 
 
 
 
 Metabolismo    
 Metabolismo de carbohidratos    
3706 ALDH2 Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial P47738 56.5 51.9 7.5 5.9 18 44 189 - 181 si+GO  
6622 ALDOA Fructose-bisphosphate aldolase A P05064 39.4 41.2 8.3 6.5 12 36 192 - - si+GO  
6623 ALDOA Fructose-bisphosphate aldolase A P05064 39.4 41.2 8.3 6.3 9 35 98 - - si+GO  
3609 ENOA Alpha-enolase P17182 47.1 47.8 6.4 5.9 20 59 247 - 337,339 scr  
4306 TPIS Triosephosphate isomerase P17751  26.7 26.5 6.9 5.9 11 40 202 - 218 si+GO  
 Metabolismo aminoácidos    
6618 AATC Aspartate aminotransferase, cytoplasmic P05201 46.2 41.2 6.7 6.2 16 38 146 - - scr  
4709 DHE3 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial P26443 61.3 53.4 8.1 6.0 18 45 258 112 - scr+GO  
5707 DHE3 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial P26443 61.3 53.4 8.1 6.0 19 44 285 112 - scr+GO  
5712 DHE3 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial P26443 61.3 53.4 8.1 6.1 18 33 226 146 - scr+GO  
 Metabolismo ácidos grasos    
5608 ACADS Short-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, 
mitochondrial 
Q07417 44.9 40.9 9.0 6.0 14 40 183 - 246 scr 
 
 Ciclo de los ácidos tricarboxílicos    
4304 MDHM Malate dehydrogenase, mitochondrial P08249  35.6 27.6 8.9 6.1 9 39 249 89 285 scr+GO  
6506 MDHM Malate dehydrogenase, mitochondrial P08249  35.6 36.3 8.9 8.1 18 56 262 89 93,285 scr  
 Motilidad celular    
2311 ACTB Actin, cytoplasmic 1 P60710  41.7 28.9 5.3 5.5 10 43 255 17 - scr+GO  
2312 ACTB Actin, cytoplasmic 1 P60710  41.7 27.1 5.3 5.5 11 39 318 17 - scr+GO  
1606 ACTB
(f)
 Actin, cytoplasmic 1  P60710 41.7 43.9 5.3 5.3 17 50 523 - - scr+GO  
2608 ACTB
(f)
 Actin, cytoplasmic 1 P60710 41.7 43.9 5.3 5.4 18 50 472 - - scr+GO  
2314 ACTG Actin, cytoplasmic 2 P63260  41.8 27.3 5.3 5.4 8 28 149 17 - scr+GO  
0206 ACTG Actin, cytoplasmic 2 P63260  41.8 18.7 5.3 5.1 5 21 107 17 - scr+GO  
0209 ACTG Actin, cytoplasmic 2 P63260  41.8 19.6 5.3 5.2 7 18 150 - - scr+GO  
1308 ACTG
(f)
 Actin, cytoplasmic 2 P63260 41.8 29.2 5.3 5.4 7 25 200 - - scr+GO  
0211 ACTG
(f)
 Actin, cytoplasmic 2 P63260 41.8 18.7 5.3 5.2 7 19 86 - - scr+GO  
4204 COF1 Cofilin-1 P18760 18.6 20.5 8.2 6.0 8 51 107 147 39,80 scr+GO  
 Homeostasis redox    
3409 GSTO1 Glutathione S-transferase omega-1 O09131  27.5 30.3 6.9 5.7 7 29 90 32 - scr+GO  
1313 PDIA1 Protein disulfide-isomerase P09103  57.1 26.4 4.8 5.2 15 37 110 - 8,55 scr+GO  
2808 PDIA3 Protein disulfide-isomerase A3 P27773  56.7 58.5 5.9 5.7 28 56 402 - - scr+GO  
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3807 PDIA3 Protein disulfide-isomerase A3 P27773  56.7 58.5 5.9 5.7 32 59 464 5 - scr+GO  
3410 PDIA3 Protein disulfide-isomerase A3 P27773  56.7 30.2 5.9 5.6 13 28 132 - 57 scr+GO  
5206 PRDX1 Peroxiredoxin-1 P35700  22.2 24.6 8.3 6.0 24 61 287 - - scr+GO  
6201 PRDX1 Peroxiredoxin-1 P35700  22.2 24.6 8.3 6.3 32 59 357 - - scr+GO  
1204 PRDX2 Peroxiredoxin-2 Q61171  21.8 26.3 5.2 5.2 9 39 110 - - scr+GO  
4310 PRDX4 Peroxiredoxin-4 O08807  31.1 26.3 6.7 5.8 6 28 133 - - si+GO  
 Plegamiento y degradación de proteínas    
5102 CYTB Cystatin-B Q62426 11.0 14.7 6.8 6.1 8 64 154 - 64 si+GO  
3309 GRP75 Stress-70 protein, mitochondrial P38647 73.5 27.2 5.9 5.8 10 21 129 - - si+GO  
5510 HSP7C Heat shock cognate 71 kDa protein P63017  70.9 38.3 5.4 6.0 14 45 135 267 - scr+GO  
5511 HSP7C Heat shock cognate 71 kDa protein P63017  70.9 38.3 5.4 6.1 20 53 418 267 - scr+GO  
5304 HSP7C Heat shock cognate 71 kDa protein P63017  70.9 27.9 5.4 6.2 11 37 152 - - scr  
2308 PSA6 Proteasome subunit alpha type-6 Q9QUM9  27.4 27.0 6.4 5.9 11 50 162 - 115,154,161 scr+GO  
 Transcripción    
7401 ROA2 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins, 
isoA2/B1 
O88569  37.4 34.1 9.0 7.9 13 48 157 - - scr  
6514 ROAA 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 
A/B 
Q99020  30.8 38.3 7.7 6.3 11 34 205 - 104 scr  
 Transducción de señales    
4203 HINT1 Histidine triad nucleotide-binding protein 1 P70349  13.8 16.0 6.4 6.0 3 35 96 - - scr+GO  
0102 LEG1 Galectin-1 P16045  14.9 16.3 5.3 5.2 7 55 156 - 43,61 scr+GO  
 Función desconocida    
1101 Hyp-Prot hypothetical protein  [Rattus norvegicus]  XP_001071939 15.8 15.6 8.3 5.5 10 59 85 3,11,90,125 46,54,73,82,98 si+GO  
2201 Hyp-Prot hypothetical protein  [Rattus norvegicus]  XP_001071939 15.8 16.5 8.3 5.8 10 70 91 3,90 46,73,82,98,109 si+GO  
2202 Hyp-Prot hypothetical protein  [Rattus norvegicus]  XP_001071939 15.8 18.1 8.3 5.8 10 54 84 3,11,90,136 54,82 si+GO  
5101 Hyp-Prot hypothetical protein  [Rattus norvegicus]  XP_001071939 15.8 15.3 8.3 6.1 9 55 76 3,11,73,90,136 54,82,98 si+GO  
5202 Hyp-Prot hypothetical protein  [Rattus norvegicus]  XP_001071939 15.8 19.4 8.3 6.1 11 75 98 3,73,90,136 38,46,82,98,117,125 si+GO  
 (a)
 Nº de orden (Standard spot numbers) asignado automáticamente por  el programa PDQuest durante el análisis. 
(b)
 Símbolo y nombre de las proteínas según la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot excepto  XP_001071939 que es según la base de datos RefSeq. 
(c)
 Puntuación MOWSE basada en los datos de espectrometría de masas. En todos los casos se obtuvo una probabilidad < 0.05. 
(d)
 Residuo de Cys modificado por IAF (susceptible de oxidación reversible) o por NEM (reducido). 
(e)
 Condición experimental utilizada para la identificación. 
(f)
 Primera proteína en la búsqueda con Mascot. Sin embargo, los péptidos utilizados para su identificación no cubren la región N-terminal que diferencia las isoformas 1 y 2 de la proteína. 
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Tabla 15. Intensidad de fluorescencia en respuesta al silenciamiento y/o tratamiento con GO de las proteínas identificadas por MALDI TOF/TOF. 
SSP
(a)
 Símbolo
(b)
 Proteína
(b)
 ID UniProt scr  scr + GO  si  si + GO 
 
patrón
(d)
 t-test
 (e)
 
 
 
  
media
(c)
 ± SD  media ± SD  media ± SD  media ± SD 
 
 
 
 Metabolismo 
  
 
 
 
 
  
 
  
 Metabolismo de carbohidratos 
  
 
 
 
 
  
 
  
3706 ALDH2 Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial P47738 1.9±0.1  34.9±11.3  22.8±1.0  64.8±3.3 
 
2 ns 
6622 ALDOA Fructose-bisphosphate aldolase A P05064 9.5±8.0  118.2±3.5  276.1±3.4  334.9±23.3 
 
1 *** 
6623 ALDOA Fructose-bisphosphate aldolase A P05064 7.4±0.9  74.0±13.8  138.9±7.8  178.6±24.8 
 
1 ** 
3609 ENOA Alpha-enolase P17182 20.8±0.8  33.7±11.6  134.2±2.9  126.4±8.1 
 
1 *** 
4306 TPIS Triosephosphate isomerase P17751  19.8±2.9  274.6±11.6  183.9±41.7  457.3±19.3 
 
2 * 
 Metabolismo aminoácidos 
  
 
 
 
 
  
 
  
6618 AATC Aspartate aminotransferase, cytoplasmic P05201 1.3±0.2  11.0±2.5  39.2±2.1  61.6±33.0 
 
1 *** 
4709 DHE3 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial P26443 40.8±8.4  43.4±3.4  154.1±25.3  311.7±58.1 
 
1 ** 
5707 DHE3 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial P26443 35.9±20.6  61.5±15.3  91.2±9.9  198.3±9.7 
 
1 ns 
5712 DHE3 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial P26443 54.1±9.7  47.7±8.1  83.9±5.8  188.8±33.7 
 
1 ** 
 Metabolismo ácidos grasos 
  
 
 
 
 
  
 
  
5608 ACADS Short-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, 
mitochondrial 
Q07417 7.0±1.5  12.3±2.4  26.3±2.3  26.6±5.6  1 ** 
 Ciclo de los ácidos tricarboxílicos 
  
 
 
 
 
  
 
  
4304 MDHM Malate dehydrogenase, mitochondrial P08249  0.0±0.0  146.8±22.3  0.0±0.0  142.0±10.2 
 
2 nd 
6506 MDHM Malate dehydrogenase, mitochondrial P08249  12.6±0.3  29.6±9.2  98.1±3.6  130.3±46.8 
 
1 *** 
 Motilidad celular 
  
 
 
 
 
  
 
  
2311 ACTB Actin, cytoplasmic 1 P60710  1.8±1.2  178.0±28.2  92.6±9.0  264.9±74.5 
 
2 ** 
2312 ACTB Actin, cytoplasmic 1 P60710  2.4±2.0  222.2±44.8  117.3±19.0  270.8±71.2 
 
2 * 
1606 ACTB
(f)
 Actin, cytoplasmic 1  P60710 13.1±7.2  106.0±19.6  99.4±5.5  528.9±45.4 
 
2 ns 
2608 ACTB
(f)
 Actin, cytoplasmic 1 P60710 7.9±4.5  230.3±63.3  510.0±29.9  690.9±271.5 
 
1 ** 
2314 ACTG Actin, cytoplasmic 2 P63260  0.0±0.0  142.9±40.2  8.8±3.5  154.6±48.2 
 
2 ** 
0206 ACTG Actin, cytoplasmic 2 P63260  0.8±0.1  657.3±13.9  30.5±3.5  577.4±58.9 
 
2 *** 
0209 ACTG Actin, cytoplasmic 2 P63260  0.1±0.0  221.5±68.2  9.9±0.2  139.8±17.4 
 
2 ** 
1308 ACTG
(f)
 Actin, cytoplasmic 2 P63260 0.0±0.0  135.9±7.5  19.3±6.2  246.3±21.5 
 
2 *** 
0211 ACTG
(f)
 Actin, cytoplasmic 2 P63260 0.0±0.0  125.4±31.9  4.6±1.6  93.3±4.5 
 
2 ** 
4204 COF1 Cofilin-1 P18760 6.8±0.4  569.0±18.6  226.6±12.2  905.9±157.8 
 
2 *** 
 Homeostasis redox 
  
 
 
 
 
  
 
  
3409 GSTO1 Glutathione S-transferase omega-1 O09131  0.6±0.2  210.9±15.6  34.5±1.3  353.9±9.6 
 
2 ** 
1313 PDIA1 Protein disulfide-isomerase P09103  0.4±0.1  62.3±1.7  0.3±0.2  30.8±1.2 
 
2 *** 
2808 PDIA3 Protein disulfide-isomerase A3 P27773  10.3±3.3  14.5±2.4  67.7±16.0  44.5±5.5 
 
1 * 
3807 PDIA3 Protein disulfide-isomerase A3 P27773  13.4±2.5  66.4±11.9  104.9±5.6  157.0±20.9 
 
1 * 
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3410 PDIA3 Protein disulfide-isomerase A3 P27773  3.4±0.8  129.9±2.2  30.7±1.5  154.1±7.9 
 
2 *** 
5206 PRDX1 Peroxiredoxin-1 P35700  14.2±1.5  450.3±4.8  107.7±2.6  152.2±8.0 
 
2 *** 
6201 PRDX1 Peroxiredoxin-1 P35700  1.7±1.1  848.7±16.7  7.7±0.1  183.9±11.2 
 
2 *** 
1204 PRDX2 Peroxiredoxin-2 Q61171  0.3±0.0  152.2±6.8  77.5±2.9  140.0±8.9 
 
2 ** 
4310 PRDX4 Peroxiredoxin-4 O08807  0.6±0.0  36.8±10.6  46.7±1.8  94.3±16.9 
 
1 ns 
 Plegamiento y degradación de proteínas 
  
 
 
 
 
  
 
  
5102 CYTB Cystatin-B Q62426 0.2±0.1  78.4±12.7  0.5±0.2  39.3±2.8 
 
2 ** 
3309 GRP75 Stress-70 protein, mitochondrial P38647 0.5±0.1  81.0±20.1  82.1±7.4  226.8±18.8 
 
1 ns 
5510 HSP7C Heat shock cognate 71 kDa protein P63017  2.3±0.7  38.3±2.3  28.8±1.4  55.0±2.4 
 
2 ** 
5511 HSP7C Heat shock cognate 71 kDa protein P63017  5.7±1.9  108.5±7.0  48.2±5.8  157.4±2.9 
 
2 ** 
5304 HSP7C Heat shock cognate 71 kDa protein P63017  7.8±0.1  372.6±1.6  31.1±0.9  86.0±4.7 
 
2 *** 
2308 PSA6 Proteasome subunit alpha type-6 Q9QUM9  0.0±0.0  67.8±28.0  0.0±0.0  187.8±38.2 
 
2 nd 
 Transcripción 
  
 
 
 
 
  
 
  
7401 ROA2 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins, 
isoA2/B1 
O88569  37.3±16.5  40.2±1.1  73.2±2.4  74.5±4.3  1 ** 
6514 ROAA Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B Q99020  5.0±1.8  2.1±0.3  13.8±2.1  3.0±2.4 
 
1 * 
 Transducción de señales 
  
 
 
 
 
  
 
  
4203 HINT1 Histidine triad nucleotide-binding protein 1 P70349  7.6±0.6  134.5±4.2  335.3±14.8  418.3±11.8 
 
1 ** 
0102 LEG1 Galectin-1 P16045  0.4±0.2  1383.7±252.7  5.7±4.1  1438.4±336.9 
 
2 ** 
 Función desconocida 
  
 
 
 
 
  
 
  
1101 Hyp-Prot hypothetical protein  [Rattus norvegicus]  XP_001071939 0.8±0.3  74.2±1.5  147.1±4.4  233.9±16.8 
 
1 ** 
2201 Hyp-Prot hypothetical protein  [Rattus norvegicus]  XP_001071939 0.7±0.1  77.4±27.0  238.7±11.8  279.7±8.3 
 
1 * 
2202 Hyp-Prot hypothetical protein  [Rattus norvegicus]  XP_001071939 0.0±0.0  176.0±20.4  0.0±0.0  153.0±12.9 
 
2 nd 
5101 Hyp-Prot hypothetical protein  [Rattus norvegicus]  XP_001071939 8.2±1.6  3.6±3.4  39.9±1.9  97.6±6.2 
 
1 *** 
5202 Hyp-Prot hypothetical protein  [Rattus norvegicus]  XP_001071939 4.2±0.2  122.2±20.6  134.7±10.4  191.6±6.3 
 
1 ns 
(a)
 Nº de orden (Standard spot numbers) asignado automáticamente por  el programa PDQuest durante el análisis. 
(b)
 Protein Símbolo y nombre de las proteínas según la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot excepto  XP_001071939 que es según la base de datos RefSeq. 
(c) 
Fluorescencia en unidades arbitrarias. Los datos son la media ± SD (n=3 réplicas). 
(d) 
Nº del patrón de oxidación según el análisis con  Genesis. 
(e) 
scr + GO vs si. Significación estadística:* P< 0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001, ns no significativo y nd, imposible analizar dado que la SD de una columna es cero. 
(f)
 Primera proteína en la búsqueda con Mascot. Sin embargo, los péptidos utilizados para su identificación no cubren la región N-terminal de la proteína que diferencia las 
isoformas 1 y 2. 
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Importancia funcional de las proteínas con tioles susceptibles de 
oxidación reversible  
Metabolismo 
La mayoría de las proteínas identificadas en este grupo funcional (ALDOA, ENOA, 
AATC, DHE3, ACADs y la forma completa de MDHM) muestran el patrón de oxidación 
1. Las dos restantes (TPIS y ALDH2) se incluyen en el patrón 2 aunque ambas poseen 
Cys susceptibles de oxidación reversible en las células silenciadas. 
ALDOA, ENOA y TPIS son enzimas glucolíticas/gluconeogénicas que catalizan la 
conversión reversible de fructosa-1,6-bisfosfato en gliceraldehído-3-P, la formación de 
fosfoenol piruvato por deshidratación del 2-fosfoglicerato y la isomerización del 
gliceraldehido-3-P y la dihidroxiacetona-P, respectivamente. Las tres son conocidas 
dianas de estrés oxidativo en eucariotas. En levaduras ALDOA y TPIS tienen Cys 
propensas a oxidación reversible, ENOA se inhibe reversiblemente por S-tiolación 
inducida por estrés oxidativo tanto en levaduras como humanos y ALDOA y ENOA se 
carbonilan en muestras de cerebro de ratas senescentes (192, 194-196). 
AATC es una aminotransferasa dependiente de piridoxal fosfato con un papel clave en 
el metabolismo de aminoácidos ya que cataliza la transferencia de un grupo amino 
desde el aspartato al alfa-cetoglutarato, y en sentido inverso, del glutamato al 
oxalacetato. MDHM cataliza la oxidación de malato a oxalacetato en el ciclo de Krebs 
en una reacción en la que el NAD+ es el aceptor de electrones. AATC y MDHM tienen 
isoformas citosólicas y mitocondriales. Hemos encontrado la existencia de Cys 
propensas a oxidación reversible en la isoforma citosólica de AATC y la mitocondrial de 
MDHM. Este resultado está en la línea de dos trabajos previos: (i) Se ha observado que 
la actividad AATC citosólica se reduce cuando la enzima forma con su Cys391 disulfuros 
mixtos con GSH, sulfito, mercaptoetanol o metil-mercaptan (197). Y (ii) la MDHM 
mitocondrial bovina tiene residuos de cisteína cerca del sitio activo propenso a 
modificación por NEM que afecta a la actividad enzimática (198). Nosotros hemos 
identificado 2 spots correspondientes a MDHM, uno de ellos (SSP 6506) se incluye 
dentro del grupo o patrón 1 de oxidación y se localiza en el gel (36,3 kDa, pI 8,1) como 
era de esperar por su secuencia de aminoácidos (35,6 kDa, pI 8,9); el segundo (SSP 
4304) es un fragmento más ácido (27,6 kDa, pI 6,1) que aparece solamente tras el 
tratamiento con GO. En ambos casos, se ha identificado la Cys-89 como diana de 
oxidación reversible (Tabla 14). 
La glicolisis genera NADH en el citosol durante la oxidación del gliceraldehido-3-P de 
manera que para que esta ruta pueda continuar el NAD+ citosólico tiene que ser 
regenerado. En aerobiosis el NADH se reoxida gracias a la lanzadera malato-aspartato 
mediante un mecanismo que necesita las isoformas mitocondrial y citosólica de ambas 
enzimas, AATC y MDHM, y dos transportadores mitocondriales: de 
aspartato/glutamato y de malato/alfa-cetoglutarato. El hecho de que tanto enzimas 
glucolíticas (ALDOA, ENOA y TPIS) como componentes de la lanzadera malato-
aspartato posean Cys sensibles a bajos niveles de estrés oxidativo podría apuntar a la 
existencia de un mecanismo de respuesta para detener la glucolisis y redirigir el flujo 
de glucosa hacia la vía de las pentosas fosfato que proporciona NADPH, fundamental 
para la defensa antioxidativa.  
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ALDH2, DHE3 y ACADS son enzimas mitocondriales relacionadas con el metabolismo 
de carbohidratos, aminoácidos y ácidos grasos respectivamente. Las tres se han 
descrito con anterioridad como dianas del estrés oxidativo (199-201). 
ALDH2 cataliza la segunda reacción en la principal ruta del metabolismo oxidativo de 
alcohol. La actividad deshidrogenasa utiliza NAD+ como aceptor de electrones en la 
oxidación del aldehído al correspondiente ácido carboxílico. Además de esta actividad, 
ALDH2 tiene actividad esterasa que rompe esteres de ácidos carboxílicos sin necesidad 
del cofactor y actividad reductasa responsable de la activación de nitratos orgánicos. 
Los electrones para esta reducción proceden de tioles de Cys en el sitio activo de la 
enzima que forma un disulfuro. Compuestos con capacidad para oxidar tioles inhiben 
las tres actividades de ALDH2 (202). 
DHE3 cataliza la desaminación oxidativa del glutamato a alfa-cetoglutarato y amonio. 
Esta enzima desempeña un papel clave en la homeostasis celular interconectando el 
metabolismo de aminoácidos con el de carbohidratos contribuyendo a importantes 
procesos celulares como el ciclo de Krebs, procesamiento de amonio y producción de 
energía. En mamíferos está sujeta a una compleja regulación alostérica cuyo 
mecanismo detallado se desconoce aunque se ha propuesto que algunos residuos de 
Cys podrían participar en esta regulación (revisado en (203)). Además de la regulación 
alostérica, DHE3 se regula por modificación covalente (ribosilación por ADP) mediante 
un mecanismo en el que resulta clave la Cys119 (204, 205). Hemos identificado tres 
spots correspondientes a DHE3, los tres siguen el patrón de oxidación 1. Nuestros 
datos muestran por primera vez que la Cys112 y Cys146 son susceptibles de oxidación 
reversible por lo que podrían participar en el complejo mecanismo de regulación de 
esta enzima. 
ACADS es una flavoproteína, miembro de la familia de las acil-CoA deshidrogenasa 
específica para sustratos con cuatro y seis carbonos. Cataliza el paso inicial de la espiral 
de β-oxidación mitocondrial de los ácidos grasos. La deficiencia en ACADS genera la 
aparición de una enfermedad rara producida por la acumulación del sustrato butiril-
CoA que deriva por una ruta alternativa. Ninguna de las mutaciones descritas como 
responsables de esta enfermedad (206) afecta a ninguna de las seis cisteínas de la 
enzima humana. En este trabajo se presentan por primera pruebas de que algunas de 
las cisteínas de ACADS son propensas de oxidación reversible. 
Visto en conjunto, la posible inhibición de ALDH2, DHE3 y ACADS por oxidación 
reversible inducida por niveles bajos de estrés oxidativo debería reducir el NADH 
intramitocondrial y/o disminuir del flujo de C a través del ciclo de Krebs. En ambos 
casos resultaría una disminución de la relación ATP/ADP que limitaría el crecimiento 
celular hasta que la célula consiga restaurar la homeostasis redox. 
Motilidad celular 
En contraste a las enzimas metabólicas, las proteínas del citoesqueleto COF1, ACTB y 
ACTG siguieron el patrón 2 de oxidación. COF1 es una proteína de citoesqueleto 
importante ya que desempeña un papel no solo en la modulación de la dinámica de la 
actina y su ramificación sino también en funciones no relacionadas tales como 
participar desplazamiento de la actina al núcleo, o en la liberación de citocromo c y la 
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activación de fosfolipasa D1 (Revisado en (206)). Dada la diversidad de funciones de 
COF1 su regulación es compleja e incluye la oxidación. Tres residuos de cisteína (Cys39, 
80 y 147) participan en la regulación de la dinámica de los filamentos de actina a través 
de la formación de un enlace disulfuro intra- o intermolecular mediado por glutatión 
oxidado (206). En nuestro estudio encontramos que la Cys147 es susceptible de 
oxidación reversible. Por el contrario la Cys39 y Cys80 permanecen reducidas en 
células tratadas con GO a pesar de que en estas condiciones la intensidad de señal de 
AF se incrementó 84 veces. 
ACTB y ACTG coexisten en la mayoría de tipos celulares como componentes del 
citoesqueleto y mediadores de la motilidad celular interna. ACTG/B puede sufrir 
procesos de oxidación que conllevan una pérdida completa de su capacidad de 
polimerización, impiden la interacción de actinas con profilinas y causan la 
despolimerización de los filamentos de actina (207). Tres de las seis cisteínas 
conservadas en todas las ACTB/G se han descrito como residuos con actividad redox. 
La glutationilación reversible de la Cys374 regula la formación de los filamentos de 
actina por inducción cambios estructurales (208) a pesar de que la Cys272 es más 
reactiva a H2O2 que la Cys374 (207). En levaduras, el enlace disulfuro entre Cys285 y 
Cys374 se considera un sensor fisiológico de estrés oxidativo intracelular (209). 
Durante la apoptosis ocurre que la actina se rompe por caspasas en fragmentos de 
aproximadamente 15 y 31 kDa (fractinas) (210). En este estudio únicamente dos de las 
nueve manchas que corresponden con actina mostraron una masa molecular y un 
punto isoeléctrico experimentales muy próximos a lo que se obtiene con el análisis de 
la secuencia teórica. El resto fueron fragmentos que aparecían fundamentalmente en 
células tratadas con GO. En estos fragmentos de actina, Cys17 se identificó como una 
diana de oxidación reversible (Tabla 14). Hay que resaltar que la oxidación de la Cys17 
no se ha descrito anteriormente aunque un cambio conformacional inducido por 
estrés oxidativo debería exponer a este residuo en superficie de la molécula de actina 
(207). 
Homeostasis redox 
En este grupo se incluyen las proteínas GSTO1, PDIA1, PDIA3, PRDX1, PRDX2 y PRDX4. 
Todas ellas poseen residuos de cisteína con actividad redox. GSTO1 pertenece a una 
familia de las enzimas de fase II que cataliza la conjugación de GSH reducido, vía grupo 
sulfidrilo, a una variedad de compuestos endógenos y xenobióticos. La característica 
estructural que distingue a la clase omega de estas enzimas de otras GSTs eucariotas 
es la presencia de un residuo de cisteína (Cys32) que forma un disulfuro mixto con GSH 
(211). La GSTO1 de ratón posee cuatro cisteínas pero sólo la Cys32 se encuentra en la 
secuencia cubierta por los péptidos usados en su identificación por espectrometría de 
masas. El descubrimiento que la Cys32 se modifica con AF está en consonancia con su 
característica funcional y estructural. 
Las PDIs son oxidorreductasas tiol-disulfuro del retículo endoplásmico que catalizan la 
formación, rotura y reordenamiento de los enlaces disulfuro. Las proteínas de esta 
familia contienen un número variable de dominios TRXs (dos en PDIA1 y PDIA3). 
Además de los cuatro residuos de cisteína en los sitios activos de los dominios TRXs, 
PDAI1 y PDIA3 tienen tres y cuatro residuos adicionales, respectivamente. PDI se 
glutationila en células humanas bajo estrés oxidativo (192). La glutationilación de PDI 
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inhibe su actividad isomerasa. Se ha identificado una de las cisteínas de cada sitio 
activo TRX como diana de glutationilación (212). De forma similar a la actina, PDI se 
rompe por caspasas durante la apoptosis (213). En el experimento se han identificado 
una mancha como PDIA1 y tres como PDIA3. La mancha PDIA1 y una de las PDIA3 eran 
fragmentos. Estos, se ajustaron en el patrón de oxidación 2 (más sensible a GO que al 
silenciamiento). Las dos manchas de PDIA3 de tamaño nativo se ajustaron al patrón de 
oxidación 1 (más sensible al silenciamiento que a GO). Un hallazgo muy interesante en 
nuestro trabajo fue que en la forma completa de PDIA3, se encontró que la Cys5 (una 
de los residuos de cisteína fuera del sitio activo) es susceptible de oxidación reversible 
(Tabla 14). 
Las peroxirredoxinas son una familia de peroxidasas no dependientes de selenio ni de 
grupo hemo que no sólo actúan como antioxidantes sino que también parecen regular 
la transducción de señales mediada por peróxido de hidrógeno. Existen seis PRDXs en 
mamíferos, cinco de ellas (PRDX1-5) contienen dos cisteínas conservadas (2-Cys 
PRDXs). El sexto miembro, PDRX6, posee una sola cisteína conservada (1-Cys PRDX). 
Todas las PRDXs comparten el mismo mecanismo catalítico básico en el cual una 
cisteína activa, la cisteína peroxidática, se oxida a ácido sulfénico por el sustrato 
peróxido. Las 2-Cys PRDXs tienen una segunda cisteína que ataca al ácido sulfénico, 
resultando en un puente disulfuro que se reduce finalmente por TRX (214). 
Desafortunadamente en todas las peroxirredoxinas identificadas las cisteínas estaban 
fuera de las secuencias cubiertas por los péptidos por lo que no fue posible determinar 
el estado de oxidación de las mismas. El tratamiento con GO tuvo un efecto 
significativamente mayor que el silenciamiento en la intensidad de ambas manchas de 
PDRX1. Sin embargo es importante destacar que el silenciamiento redujo en un 84% el 
nivel de PRDX1. PRDX2, mostró un perfil de oxidación similar al de PRX1, al contrario 
que PRDX4 que mostró el patrón de oxidación 1. 
Plegamiento y degradación de proteínas 
En este grupo funcional se incluyen tres proteínas, CYTB, HSP7C y PSA6, que siguen el 
patrón de oxidación 2 y una, GRP75, que se oxida conforme al patrón 1 según el 
análisis jerarquizado realizado. No obstante, en el caso de GRP75 no se observaron 
diferencias significativas (t-Student) cuando se comparan la intensidad de 
fluorescencia de la muestra tratada con GO con la procedente de las células 
silenciadas. 
CYTB es un inhibidor de proteasas que contiene residuos de cisteína en la posición 3 y 
64. La Cys3 se expone en la superficie de la molécula mientras que la otra, Cys64, tiene 
posición más interior. La Cys3 es diana de glutationilación la cual provoca la 
inactivación de la proteína (18). Asumimos que la señal de fluorescencia detectada 
para CYTB deriva de la oxidación de Cys3 dado que la Cys64 permanece reducida 
(unida a NEM) (Tabla 14). Desafortunadamente tampoco hemos detectado la 
oxidación de Cys3 ya que los péptidos obtenidos no cubren esa región de la proteína. 
Esta probable oxidación ocurre principalmente en respuesta al estrés oxidativo 
generado por el tratamiento con GO. 
La familia de las proteínas de choque térmico 70 incluye proteínas que se induce por 
calor y otras parecidas que se expresan constitutivamente (Heat Shock Cognate, HSC). 
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Las proteínas que pertenecen a esta familia están sobre-expresadas en tejidos 
cancerosos de tal forma que proporcionan un marcador de pronóstico para pacientes 
con hepatocarcinoma y cáncer colorrectal (215, 216). En este experimento hemos 
identificado fragmentos de menos de 40 kDa de dos miembros (GRP75 y HSP7C) del 
grupo HSC. El procesamiento postraduccional de HSC70 en fragmentos de 20 kDa se ha 
relacionado con la patogénesis y la endometriosis (217). Estudios previos han 
implicado residuos de cisteínas en función chaperona de algunas proteínas de choque 
térmico sugiriendo que estos residuos pueden ser dianas de glutationilación reversible 
(192, 218, 219). Aquí hemos demostrado por primera vez que la Cys267 de HSC7C es 
susceptible de oxidación reversible (Tabla 14). 
PSA6 participa en el núcleo estructural del proteasoma como componente del anillo 
alfa de la partícula 20S. Dicha partícula puede ser glutationilada tanto in vitro como en 
células intactas. Se ha propuesto que bajos niveles basales de glutationilación del 
proteasoma podrían regular su actividad (220). No hemos podido identificar la diana 
específica de glutationilación pero sí hemos descrito que PSA6 se oxida de forma 
reversible por el tratamiento con GO pero no por el silenciamiento. La proteína de 
ratón tiene ocho cisteínas, y desafortunadamente, ninguna de ellas estaba en la 
secuencia cubierta por los péptidos. 
Transcripción 
Tanto ROA2 como ROAA pertenecen a la subfamilia A/B de ribonucleoproteínas 
nucleares heterogéneas (hnRNPs). Este tipo de proteínas son de las más abundantes 
en la formación del complejo de ribonucleoproteínas que se asocian con los transcritos 
primarios en células eucariotas. Se les han asignado funciones celulares múltiples, 
entre las que se encuentran mantenimiento y recombinación del DNA, transcripción, 
procesamiento del transcrito primario, exportación nuclear, localización subcelular y 
estabilidad traduccional del mRNA maduro (revisado en (221)). Algunas modificaciones 
postraduccionales como fosforilación, metilación y acetilación regulan las funciones de 
hnRNP (222). No obstante, con respecto a la oxidación de grupos tiólicos solo se ha 
demostrado que la S-nitrosilación in vitro de la Cys104 de hnRNP A/B inhibe su 
actividad de unión al DNA (223). Hemos detectado que ROAA y ROA2 de ratón poseen 
residuos de cisteína susceptibles de oxidación reversible y que se oxidan 
principalmente por el silenciamiento (patrón de oxidación 1) aunque no ha sido 
posible detectar dichos residuos. 
Transducción de señales 
LEG1 es miembro de la familia de proteínas de unión a carbohidratos con afinidad para 
β-galactósidos. Estas proteínas están implicadas en la modulación de la interacción 
célula-célula y célula matriz al igual que en la proliferación celular. Hasta ahora, se han 
relacionado cuatro enlaces disulfuro intramoleculares (Cys3-17, Cys3-131, Cys17-89 y 
Cys43-61) con la actividad de LEG1 (224, 225). En este trabajo hemos encontrado que 
la oxidación de cisteínas en LEG1 tiene lugar principalmente durante las condiciones de 
estrés oxidativo más severas conferidas por GO. De hecho la señal de fluorescencia 
detectada más potente en este estudio es la de LEG1 en células tratadas con GO. Este 
resultado está en acuerdo con lo descrito por Fratelli et al (192). Estos autores 
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reconocen que en linfocitos T humanos LEG1 sufre glutationilación bajo condiciones de 
estrés oxidativo cuando esta proteína en condiciones basales no está glutationilada. 
HINT1 es miembro de la superfamilia de proteínas con triada de histidina las cuales 
comparten un motivo His-X-His-X-His-X-X, donde X es un aminoácido hidrofóbico. Se 
han descrito algunas actividades para esta proteína, entre las que se incluyen la 
capacidad hidrolizar aductos de AMP unidos a residuos de lisina de proteínas 
adeniladas. Sin embargo, la verdadera función de HINT1 en la fisiología celular no 
queda clara. Ratones Hint1-/- y Hint1+/- son más susceptibles a desarrollo de tumores 
que los ratones silvestres (226). HINT2, que es una proteína con un 61% de identidad 
con HINT1, es diana de glutationilación en células HepG2 humanas en condiciones de 
estrés oxidativo (192). Destacamos que esta es la primera vez que se describe que 
HINT1 tiene grupos tiólicos susceptibles de oxidación. Es interesante como la oxidación 
tiene lugar principalmente en respuesta al silenciamiento (patrón de oxidación 1). 
Puntualizaciones finales 
Los cambios en el estado redox intracelular regulan procesos críticos para la célula 
mediante la modificación reversible de tioles en las proteínas. La identificación de las 
dianas de oxidación primarias podría constituir la etapa inicial en el descubrimiento de 
nuevos entramados regulatorios. En este trabajo se ha investigado la oxidación de 
tioles en células sometidas a diferentes grados de estrés oxidativo inducido por el 
silenciamiento triple simultáneo de proteínas de defensa antioxidativa (PRDX1, PRDX3 
y GCLC), y/o inducido por tratamiento con GO. Globalmente, encontramos un nivel 
basal de tioles oxidados que se incrementa cuando lo hace el grado de estrés al que se 
somete a la célula. Sin embargo, cuando se analizan proteínas concretas se observan 
dos patrones de oxidación diferentes. Las proteínas que siguen el patrón de oxidación 
1, son más sensibles al silenciamiento que al tratamiento con GO, a pesar de que el 
estrés inducido por el silenciamiento fue menor que el inducido por el tratamiento 
generador de H2O2. Proponemos que estas proteínas, con tioles más sensibles, podrían 
desempeñar un papel importante en los procesos de regulación por estrés oxidativo 
aunque para confirmar esta hipótesis harían falta estudios adicionales. 
Hemos logrado identificar 26 proteínas con tioles propensos a oxidación y entre ellas 
hay algunas que han sido previamente reconocidas como blanco de estrés oxidativo lo 
que valida la metodología aplicada. Además de estas encontramos otras, AATC, PSA6, 
ROA2, ROAA y HINT1, que hasta dónde conocemos, es la primera vez que se ha 
descrito que poseen tioles susceptibles de oxidación reversible. En algunos casos la 
metodología aplicada ha permitido la identificación de la cisteína específica afectada 
por la oxidación, siendo también la primera vez que se obtienen pruebas de la 
implicación de algunas de estas cisteínas en procesos redox.  
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Los resultados mostrados permiten concluir lo siguiente: 
 
En relación al objetivo primero: 
1.- Todos los transcritos de la familia Fos y Jun componentes del factor de transcripción 
AP-1 se expresan en riñón, pulmón e hígado de M. musculus, variando los niveles 
relativo de expresión hasta 3 órdenes de magnitud dentro del mismo tejido. 
2.- El paraquat induce selectivamente la expresión transcripcional de algunos de los 
componentes del factor AP-1 de manera órgano-específica. 
3.- El transcrito alternativo c-fos-2 se sintetiza en cantidades superiores o similares a 
las de mensajeros que codifican otros miembros de la familia Fos, como FosB, ΔFosB, 
Fra-1 o Fra-2.  
4.- La presencia del intrón 3 en el transcrito c-fos-2 reduce su vida media unas 6 veces, 
siendo su alta tasa de síntesis la principal responsable de los niveles basales de dicho 
transcrito. Las células estimuladas con suero experimentan cambios rápidos en las 
tasas de síntesis y degradación de los dos transcritos del gen c-fos dando lugar a 
cambios rápidos y transitorios de sus proporciones relativas. Todos ello sugiere una 
regulación coordinada de ambos transcritos y apuntan a un papel fisiológico relevante 
de c-fos-2. 
5.- En células NIH 3T3 existe una proteína que reacciona con anticuerpos anti-c-Fos y 
tiene una motilidad electroforética que coincide con la de la proteína truncada 
predicha por la secuencia del transcrito c-fos-2. 
 
En relación al objetivo segundo: 
1.- El proteoma hepático de ratones M spretus se ve significativamente afectado por la 
contaminación ambiental. 
2.- Las proteínas que experimentan cambios de expresión intervienen en diferentes 
funciones celulares como la división celular, proteolisis, biotransformación, adaptación 
a estrés oxidativo y rutas metabólicas centrales. 
3.- La separación de proteínas por 2-DE seguida del análisis por MALDI-TOF-PMF 
constituye una herramienta útil en la valoración de los efectos biológicos de la 
contaminación ambiental en el ratón silvestre M. spretus gracias a su proximidad 
filogenética con la especie modelo M. musculus. 
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En relación al objetivo tercero: 
1.- El silenciamiento simultáneo de PRDX1, PRDX3 y GCLC induce estrés oxidativo en 
células Hepa 1-6 con un incremento en la oxidación reversible de tioles de proteínas. 
Esta oxidación afecta a proteínas específicas según la fuente generadora de estrés. La 
mayoría las proteínas se oxidan principalmente en respuesta al estrés oxidativo 
generado por el tratamiento con GO mientras que otras se oxidan con más intensidad 
en respuesta al estrés más suave generado por el silenciamiento. Estas proteínas, con 
tioles más sensibles, podrían desempeñar un papel importante en los mecanismos de 
regulación por estrés oxidativo. 
2.- Las proteínas aspartato aminotransferasa citoplásmica, la subunidad alfa tipo 6 del 
proteasoma, las ribonucleoproteínas nucleares heterogéneas isoA2/B1 y A/B, y la 
proteína 1 de unión a nucleótidos de la familia de tríada de histidina poseen cisteínas 
susceptibles de oxidación reversible. 
3.- Las cisteínas 112 y 146 en la glutamato deshidrogenasa 1, la cisteína 17 en las 
actinas, la cisteína 5 en la proteína disulfuro isomerasa A3 y la cisteína 267 en la 
proteína de 71kDa relacionada con las de choque térmico son cisteínas susceptibles de 
oxidación reversible no descritas previamente. 
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Animales de experimentación y tratamientos 
Los estudios con animales contaron con la aprobación y se realizaron de acuerdo con 
las normas establecidas por el Comité Ético de Experimentación Animal (CEEA) del 
Comité de Bioética de la Universidad de Córdoba. 
Ratones de laboratorio 
Se emplearon ratones de laboratorio (M. musculus) machos de la estirpe BALB/c, de 7 
semanas de edad (aproximadamente 25 g de peso). Los ratones se adquirieron a 
Charles River Laboratories (España) y se estabularon en un laboratorio acondicionado a 
tal efecto. Los animales se mantuvieron bajo ciclos de luz-oscuridad de 12 h, Tª 
controlada (25±2˚C), y agua y dieta de laboratorio ad libitum. Los individuos se 
sacrificaron por dislocación cervical y una vez, extraídos, hígado, riñón y pulmón se 
pesaron y lavaron con solución salina y se congelaron inmediatamente en nitrógeno 
líquido, conservándose a -80˚C hasta su procesamiento. Este procedimiento se realizó 
de manera que no transcurrieron más de 3 min entre la muerte y la congelación de los 
3 órganos para evitar la degradación del RNA. Los órganos una vez congelados a -80°C 
se pulverizaron agregando nitrógeno líquido en un mortero previamente enfriado, y se 
almacenaron en fracciones de 100 mg a -80°C hasta su utilización. 
Ratones de laboratorio expuestos a Paraquat (PQ) 
Tras 3 días de adaptación los animales machos Balb/c de 7 semanas se trataron con 30 
mg de PQ /kg de peso, aproximadamente la mitad de la LD50 de este compuesto (227). 
El PQ se disolvió en 100 µl de disolución salina (NaCl, 0,9%) y se administró por vía 
intraperitoneal (IP). A los animales control se les suministró por la misma vía (IP) 100 µl 
de solución salina. A los 15, 30, 60, 120 y 240 minutos después de los tratamientos los 
animales fueron sacrificados y tratados como en el apartado anterior. Se trataron 3 
animales por tiempo de exposición. 
Ratones de laboratorio expuestos a Actinomicina D (AmD) 
El mismo tipo de ratón que los apartados anteriores se les inyectó por vía IP una 
disolución de AmD (2 mg de AmD/kg de peso) disuelto en tampón salino de fosfato. A 
los animales control se les inyectó el mismo tampón fosfato. Tras un tiempo de 
exposición de 1, 4, 8 y 16 horas se siguió el mismo procedimiento de los apartados 
anteriores. Se trataron 3 animales por tiempo de exposición. 
Captura de M. spretus 
La captura de los ratones se realizó con trampas de animal vivo Sherman® (Figura 42), 
usando como cebo una mezcla de sardinas y aceite de oliva añadida con una jeringa de 
50 ml sobre pan.  
Las trampas se situaban en puntos concretos de las zonas de muestreo al atardecer y 
se revisaban al amanecer. Una vez capturados los animales se llevaron vivos en las 
mismas trampas al laboratorio de la Reserva Biológica de Doñana o al laboratorio del 
Departamento Química y Ciencia de los Materiales en la Universidad de Huelva, según 
proximidad. Se determinó su sexo, peso y medidas y se sacrificaron por dislocación 
cervical. Luego se extrajeron tres órganos, hígado, riñón y pulmón, que fueron 
procesados de la misma forma que se ha descrito anteriormente. En total se 
capturaron 49 individuos, 14 hembras y 35 machos. El estudio que aquí se presenta se 
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realizó únicamente con individuos macho de entre 11 y 12 gramos de peso para evitar 
posibles interferencias relacionadas con la edad o la actividad hormonal del individuo. 
 
Figura 42. Fotografía de una trampa Shemann ® para la captura de ratones. 
 
Cultivos celulares 
Las líneas celulares NIH 3T3 (American Type Culture Collection ATCC:CRL-1658) y 
Hepa1-6 (ATCC:CRL-1830) se cultivaron en el medio de Eagle modificado por Dulbecco 
(DMEM) suplementado con 10% de suero de ternera (CS) y suero fetal bovino (FBS), 
respectivamente. Las células se sembraron en cajas de 75cm2 a razón de 3x106 
células/caja y cultivadas durante 48h. En diferentes tiempos de exposición las células 
se rascaron, se lavaron en 10 ml de tampón fosfato salino (PBS). Posteriormente las 
células se centrifugaron 5 min a 2000 rpm. El sobrenadante se descartó y la pella se 
resuspendió en 1 ml de PBS. Los tubos se centrifugaron a velocidad máxima durante 30 
segundos, se eliminó el sobrenadante y los pellets se congelaron rápidamente en 
nitrógeno líquido y se guardaron a -80°C.  
Tratamiento de células NIH 3T3 con AmD 
Las células se cultivaron de la misma forma que en el apartado anterior y tras 48 h de 
incubación se procedió a la adición de AmD a una concentración final de 10 µg/ml. Los 
cultivos se expusieron a AmD durante 0, 10, 15, 30, 60 min. Las células se recogieron y 
se conservaron del mismo modo que el apartado anterior. Se trataron al menos 3 
cultivos por tiempo de exposición.  
Tratamiento de células NIH 3T3 y Hepa1-6 con Cicloheximida (Cx) y AmD 
Las células se cultivaron de la misma forma que se indicó anteriormente, a las 48 h de 
incubación se añadió al cultivo Cx una concentración final de 10 µg/ml. A los 15 min de 
incubación con CX se añadió al medio de cultivo AmD a una concentración final de 10 
µg/ml de AmD. A los 0, 10, 15, 30, 60 y 120 min de exposición se recogieron las células 
y se conservaron del mismo modo que el apartado anterior. Se trataron al menos 3 
cultivos por tiempo de exposición. 
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Células NIH 3T3 estimuladas con suero 
Para la estimulación con suero, las células NIH3T3 se incubaron 48h en presencia de 
DMEM suplementado con 0,5% de CS. Posteriormente, el medio de cultivo se sustituyó 
por otro similar pero que suplementado con 15% de CS. A los 0, 10, 15, 30, 60 y 120 
min de incubación en este medio se recogieron las células de la misma forma que se 
explicó anteriormente. Se procesaron al menos 3 cultivos por tiempo de incubación en 
el medio con alto contenido en suero. 
Silenciamiento génico 
El silenciamiento génico se llevó a cabo en células Hepa1-6. Los siRNAs liofilizados se 
adquirieron a la casa comercial Ambion. Se resuspendieron en agua tratada con dietil 
pirocarbonato (DEPC) y se almacenaron a -80°C. Para establecer las condiciones 
óptimas del silenciamiento se empleó un siRNA especifico del gen gapdh (SilencerTM 
GAPDH Mouse & Rat siRNA) validado por el fabricante. El silenciamiento de la 
expresión del gen prdx1, se efectuó empleando oligonucleótidos dirigidos contra el 
exón 2 de secuencias previamente descritas en la bibliografía (231): 
5’-UUCAAAGAUAUCAGCCUAAtt-3’ (con sentido), 5’-UUAGGCUGAUAUCUUUGAAtt-3’ 
(sin sentido). Para silenciar la expresión de los genes prdx3 y gclc se utilizaron 
oligonucleótidos de la librería online de siRNA de Ambion (números ID 59984 y 
158739). Para prdx3, dirigidas contra el exón 2: 5'-GGAAAGUCAGCCUUUAGCAtt-3’ 
(con sentido) y 5'-UGCUAAAGGCUGACUUUCCtt-3 (sin sentido). Y para el gen gclc, 
dirigidas contra el exón 3: 5'-CGAUGUCUGAGUUCAACACtt-3' (con sentido) y 
5'-GUGUUGAACUCAGACAUCGtt-3' (antisentido). Como control negativo se utilizó un 
siRNA comercial (Silencer Negative Control #1 siRNA, Ambion) con una secuencia que 
no presenta homología con ninguna secuencia de ratón. En todos los casos la 
concentración final de siRNA empleada fue de 25 nM. 
La transfección de los siRNA se llevó a cabo con LipofectamineTM 2000 (Invitrogen), un 
reactivo catiónico que forma liposomas y es empleado habitualmente en la 
introducción de siRNAs en distintos tipos celulares (www.invitrogen.com/celllines). Se 
procedió según las indicaciones del fabricante. Para ello, 24 h antes a la transfección se 
inoculó aproximadamente 8 x 105 células en frascos de 75 cm2 (Nunc) y se mantuvieron 
a 37°C, 95% de humedad y 5% de CO2 en medio sin antibióticos para evitar 
interferencias con el proceso de transfección. Tras 24 h, se incubaron durante 15 min, 
40 μl de LipofectamineTM 2000 con 2 ml de Opti-MEM (un medio bajo en suero), por 
cada frasco de 75 cm2 a transfectar. A continuación se añadieron los siRNA disueltos en 
2 ml de Opti-MEM. Esta mezcla se incubó a Tª ambiente durante 15 min. Mientras 
tanto se cambió el medio de cultivo de las células por 10 ml de Opti-MEM. 
Seguidamente se les añadió la mezcla con los complejos formados por el siRNA y el 
agente transfectante y se incubaron durante 7 h a 37°C en presencia de la mezcla de 
transfección. A continuación se cambió el medio de la transfección por medio 
completo sin antibióticos y las células se mantuvieron en cultivo. Las células se 
recogieron a diferentes tiempos post-transfección para determinar las condiciones de 
un silenciamiento óptimo tanto a nivel de RNA como de proteína. 
Tratamiento con glucosa oxidasa 
Una vez establecido el tiempo para un silenciamiento óptimo, las células Hepa1-6 
transfectadas se incubaron durante 4 h con 30 U/ml de GO para generar estrés 
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oxidativo por peróxido de hidrógeno (232). Por otra parte, se trataron de la misma 
manera cultivos transfectados con el control negativo para tener una referencia. Se 
procesaron al menos 10 cultivos diferentes de cada una de las condiciones 
experimentales. Las células se recogieron y conservaron como se describe en 
apartados anteriores. 
Cuantificación absoluta de transcritos por RT-PCR en tiempo real 
Extracción de RNA total 
Todo el equipamiento y las soluciones utilizadas se trataron con agua tratada con 0,1% 
de DEPC biesterilizada. El RNA total procedente tanto de los órganos de los animales 
como de las células en cultivo se obtuvo empleando el reactivo TRI REAGENTTM (Sigma-
Aldrich), una mezcla de tiocianato de guanidina y fenol en una solución monofásica. 
Se homogeneizaron 100 mg de tejido ó 5-10 x 106 células en 1 ml de TRI REAGENTTM 
con la ayuda de un pistón de plástico. Tras incubar 5 min a Tª ambiente (15-30°C) se 
añadieron 0,2 ml de cloroformo frío. Se agitó vigorosamente durante 15 s y se incubó 4 
min a Tª ambiente. Posteriormente la muestra se centrifugó a 12.000 g durante 15 min 
a 4°C. En este paso se forman 3 fases: una fase orgánica, que contiene proteínas, una 
interfase que contiene DNA y una fase acuosa donde se encuentra el RNA. La fase 
acuosa se transfirió a un tubo limpio y se añadió 0,5 ml de isopropanol, se incubó 10 
min a temperatura ambiente y se centrifugó 15 min a 12.000 g y 4°C. El RNA se lavó 
con 750 μl de etanol al 75%, centrifugando 15 min a 12.000 g y 4°C. El etanol se 
eliminó y la pella de RNA se dejó secar a Tª ambiente durante 5 min, tras los cuales el 
RNA se disolvió en 100 μl de agua tratada con DEPC y biesterilizada. Seguidamente se 
incubó la muestra durante 10 min a 55-60°C para facilitar su disolución. La mayor parte 
del DNA es eliminado durante el proceso de extracción de RNA descrito. Sin embargo, 
su uso en técnicas tan sensibles como la RT-PCR en tiempo real, requiere la completa 
eliminación de la contaminación con DNA genómico. Para eliminar el DNA residual 
presente en las muestras, el RNA obtenido volvió a purificarse, según las instrucciones 
del fabricante, utilizando el kit comercial RNeasy Mini (Qiagen), que incluye un 
tratamiento con DNAsa I. El RNA se eluyó en 100 μl y seguidamente se incubó la 
muestra durante 10 min a 55-60°C para su desnaturalización y se almacenó a -80°C. 
Determinación de la concentración, pureza e integridad del RNA 
La concentración de RNA total se determinó midiendo la absorbancia a 260 nm (A260) 
en un espectrofotómetro con lámpara UV (DU800 Spectrophotometer). Una unidad de 
A260 equivale a 40 μg/ml de RNA total (233). 
La ausencia de contaminación con DNA genómico se comprobó amplificando por PCR 
las muestras de RNA sin retrotranscribir, con cebadores específicos diseñados sobre el 
mismo exón de un gen. 
La calidad de las preparaciones de RNA total se comprobó visualizándolas mediante 
electroforesis en gel de agarosa. Se prepararon geles de agarosa al 1% con bromuro de 
etidio (0,5 μg/ml) en tampón TBE. Las muestras se prepararon mezclando 3-4 μg de 
RNA con un volumen de tampón de carga 2x (0,1% sacarosa, 0,05% azul de bromofenol 
en formamida desionizada). Las mezclas se calentaron durante 3 min a 65°C, se 
enfriaron en hielo inmediatamente y se aplicaron en el gel. La electroforesis se 
mantuvo durante 45-60 minutos a un voltaje de 5 V/cm. En estas condiciones las 
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moléculas de RNA se separan en función de su tamaño incluso en electroforesis no 
desnaturalizantes. El gel se visualizó en el equipo Molecular Imager Gel DocTM EQ 
System (Bio-Rad), y la intensidad de las bandas (rRNA 28 S y 18 S) se determinó 
empleando el programa Quantity One v.4.4.1 (Bio-Rad). 
La preparación de RNA total se consideró de calidad aceptable cuando la ratio de la 
intensidad de las bandas correspondientes a los rRNA 28 S y 18 S estuvo comprendida 
entre 1,5 y 2. 
Transcripción inversa 
Los cDNA (DNA copia) se generaron a partir de 2 µg de RNA total de cada una de las 
muestras. La mezcla de reacción contenía 500 μM de cada dNTP, 100 μM de DTT, 
cebadores hexaméricos aleatorios (6,25 ng/µl), 40 U de inhibidor de ribonucleasas 
(RNAse OUT) y 200 U de retrotranscriptasa M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus) 
en un volumen final de 20 μl. Todos los reactivos procedentes de la casa comercial 
Invitrogen. La mezcla se incubó 10 min a 25°C (hibridación de los cebadores); 50 min a 
37°C (extensión de la retrotranscripción), y 15 min a 70°C (inactivación de la 
retrotranscriptasa). 
RT-PCR cuantitativa 
Las reacciones de PCR en tiempo real se llevaron a cabo en un volumen final de 25 l y 
se realizaron por cuadruplicado usando 50 ng de cDNA. La mezcla de reacción contenía 
3 mM de MgCl2, 250 M de cada dNTP, 0,3 M de cada cebador, 0,75 U de DNA 
polimerasa Platinum TaqTM (Invitrogen), y una dilución 1:100.000 de SYBR Green I 
(Roche) y fluoresceína (Bio-Rad). Las reacciones se analizaron con el sistema iCycler iQ 
(Bio-Rad). La DNA-polimerasa se activó durante 2 min a 95°C, y a continuación se 
desarrollaron 40 ciclos constituidos por una etapa de desnaturalización de 15 s a 95°C 
y otra de hibridación y extensión de los cebadores durante 30 s a 70°C. Estas 
condiciones generaron productos de PCR específicos del tamaño esperado. Por último, 
se desnaturalizó durante 1 minuto a 95°C y se realizó una curva de reasociación desde 
95°C hasta 25°C a una velocidad de 1°C/s para comprobar la existencia de un producto 
único de amplificación y la ausencia de formación de dímeros de cebadores. 
Recta patrón 
La cuantificación absoluta de un transcrito por RT-PCR en tiempo real está basada en la 
relación que existe entre la señal de fluorescencia obtenida en la amplificación con el 
contenido de RNA en la muestra, empleando una recta de calibrado o recta patrón. 
Esta recta patrón se realizó amplificando diluciones seriadas, desde 109 hasta 102 
moléculas, de un RNA estándar transcrito desde un fragmento de DNA sintetizado in 
vitro (234). La concentración del estándar se determinó midiendo la densidad óptica a 
260 nm y convirtiendo la absorbancia en número de moléculas de acuerdo con su peso 
molecular. Las moléculas de RNA se retrotranscribieron y amplificaron por PCR en 
tiempo real. La recta patrón, obtenida y = 3,326x + 39,693, se obtuvo a partir de la 
representación del logaritmo del número de moléculas iniciales de RNA (eje x) frente al 
número mínimo de ciclos de PCR necesarios para detectar un cierto nivel de 
amplificación partiendo de esa cantidad de transcrito, que se denomina ciclo umbral o 
Ct (eje y). Resaltar que cuanto menor es el número de moléculas iniciales, mayor es el 
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valor de Ct. En el ciclo umbral (Ct), el número de moléculas del producto de 
amplificación (XCt) viene dado por la ecuación: 
 
    (1) 
 
En esta ecuación X0 representa el número de moléculas de transcrito iniciales y E la 
eficiencia de amplificación. Tomando logaritmos en ambos términos, se tiene que: 
 
   (2) 
 
A partir de aquí, y despejando, se llega a la ecuación que describe la recta: 
 
 (3) 
 
La pendiente de la recta es:  
 
    (4) 
 
Y despejando se obtiene la eficiencia de la amplificación: 
 
     (5) 
 
La recta patrón resultante fue lineal en 7 órdenes de magnitud y a partir de la 
pendiente se calculó que la amplificación del estándar se produjo con una eficiencia 
muy próxima a 1 (0,998), en porcentaje una eficiencia del 99,8% según la ecuación 5. 
El número de moléculas de los transcritos estudiados se calculó extrapolando los 
valores de Ct obtenidos sobre esta recta patrón. Esta aproximación sólo es correcta si 
la eficiencia de amplificación de los transcritos analizados es la misma o muy parecida 
a la eficiencia de amplificación en la recta patrón. 
Rectas de eficiencia 
Las rectas de eficiencia de amplificación de los diferentes transcritos se obtuvieron 
amplificando por RT-PCR en tiempo real cantidades crecientes de RNA total (diluciones 
seriadas 1:10) con cada una de las parejas de cebadores. A continuación se representó 
el valor de Ct en función del logaritmo de la concentración inicial de RNA total, se 
calculó la recta correspondiente y se obtuvo la eficiencia de amplificación sustituyendo 
el valor de la pendiente de la recta en la ecuación 5. Un ejemplo de rectas de eficiencia 
se muestra en la Figura 18. 
XCt = X0 + (1 + E)
Ct
log XCt = log X0 + Ct log (1 + E)
log X0Ct =
log X Ct
log (1 + E)
1
log (1 + E)
a =
1
log(1 + E)
E = 10 
-1/a 1
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Análisis estadístico de los resultados de expresión génica 
En el análisis de la cuantificación absoluta de la expresión transcripcional mediante RT-
PCR, los resultados muestran las medias ± SEM (error estándar de la media) de al 
menos 3 animales o 3 cultivos celulares diferentes. Las determinaciones para cada 
muestra se llevaron a cabo simultáneamente por cuadruplicado. 
La significación estadística de las diferencias entre muestra de referencia y muestras 
problema se determinó mediante un test t de Student bilateral empleando el 
programa InStat, versión 2.05/00 (GraphPad). La significación estadística se indica 
como: ns, no significativo; *, p< 0,05; **, p< 0,01; ***, p< 0,001. 
Obtención de extractos proteicos 
Todos los pasos se llevaron a cabo a 4°C. Todas las muestras se homogeneizaron 
manualmente en tubos eppendorf con mazas de plástico, utilizando un tampón Tris-
HCl 0.02 M, pH 7.6, con sacarosa 0.5 M, KCl 0.15 M y DTT 20mM, a razón de 3ml/g de 
muestra. El tampón se suplementó con PMSF 1 mM, leupeptina 6 µM y un coctel de 
inhibidores de proteasas (Sigma Protease Inhibitor, P2714, que contenía AEBSF, 2 mM; 
aprotinina, 0.3 μM; bestatina, 130 μM; EDTA, 1 mM; E-64, 14 μM; leupeptina, 1 μM) 
siguiendo instrucciones del fabricante. Finalmente los homogenados se centrifugaron 
10 min a 14.000 x g para eliminar restos subcelulares y lípidos.  
Para eliminar los ácidos nucleicos, que al ser polianiones pueden interferir con la 
separación electroforética, el sobrenadante se incubó con benzonasa, una 
endonucleasa inespecífica que actúa tanto sobre DNA como RNA (Benzonase Ultrapure 
Sigma-Aldrich, E8263). La incubación se realizó a razón de 500 U/ml con un tiempo de 
reacción de 30 min a Tª ambiente. Tras ultracentrifugar durante 1 h a 100.000 x g a 4°C 
(OptimaTM TLX Ultracentrifuge, Beckmann, rotor TLA-120.2), se obtuvo la fracción 
citosólica. En el sobrenadante se determinó la concentración de proteína por tinción 
con azul de Coomassie (BioRad) (228) usando como recta patrón una curva hecha a 
distintas cantidades de BSA en un rango de 1 a 20 µg. Las muestras se almacenaron a 
-80°C hasta su análisis. 
Electroforesis (SDS-PAGE) 
El método de separación de proteínas en una dimensión es el descrito por Laemmli en 
1970 (229). La separación de proteínas se realizó en geles de 7 cm de tamaño y de 
0.75 mm de grosor usando el sistema Mini-PROTEAN® II Electrophoresis Cell (BioRad). 
Las muestras se diluyeron en tampón de carga de Laemmli (63 mM Tris-HCl, 10% 
Glicerol,  1% SDS, β-mercaptoetanol 0.0025% azul de Bromophenol, pH 6.8) y se 
calentaron a 95°C durante 5 min para desnaturalizar las proteínas. Se prepararon dos 
fases de gel: 1) la primera correspondiente al gel concentrador (Stacking gel, 4% 
poliacrilamida), separados por pocillos, donde las proteínas se agrupan todas en el 
frente de electroforesis y quedan preparadas para la separación en el gel separador 
(Resolving gel, 12.5% poliacrilamida) en el cual la movilidad electroforética de las 
proteínas viene determinada por su masa molecular. Se aplicaron 100 V para la 
separación de las proteínas en gel. 
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Electroforesis bidimensional 
Primera dimensión 
El isoelectroenfoque (IEF) se llevó a cabo en el sistema Bio-Rad IEF cell. Los geles de IEF 
(IPG strips, GE Healthcare) usados, abarcaban un gradiente inmovilizado de pH de 4-7 
lineal, 3-10 lineal y 3-11 no lineal. Se utilizaron diferentes medidas, 7, 18 y 24 cm, 
según el experimento. 
La muestra se mezcló con tampón de rehidratación (6 M Urea; 0,5% AmpholineTM, pH 
4-7/3,5-10/3-11; 2% CHAPS; trazas de azul de bromofenol) completado con 20 mM 
DTT hasta alcanzar un volumen final de 450 μl (tiras de 24 cm), 350 μl (tiras de 18 cm) 
y 125 μl (tiras de 7 cm) se incubó a temperatura ambiente 30 minutos para lograr la 
desnaturalización completa de las proteínas y se centrifugó a 13.000 × g 2 minutos 
para eliminar las burbujas de aire y precipitar todo el posible material no soluble. A 
continuación la muestra se depositó en el carril justo entre los dos electrodos. Sobre 
los dos electrodos se colocó una tira de papel Whatmann hidratada con 10μl de agua 
destilada. La tira fue situada boca abajo con el gel en contacto con los papeles y la 
muestra. Finalmente se añadió aceite mineral al carril a para evitar la deshidratación 
de la muestra. Tras 6 horas de rehidratación pasiva y 6 h de rehidratación activa a 50 V, 
se procedió al programa de isoelectroenfoque cuyas condiciones a 20°C y 50 μA/tira 
fueron: 
Paso Voltaje (V) Duración (h:min) Voltios-hora (Vh) Tipo de gradiente 
1 500 1:30 - lineal 
2 1.000 1:30 - lineal 
3 2.000 1:30 - lineal 
4 4.000 1:30 - lineal 
5 8.000 2:00 - lineal 
6 8.000 - 60.000 rápida 
 
Una vez finalizado el isoelectroenfoque, las tiras, cubiertas con aceite mineral, se 
dispusieron en una cámara de rehidratación y se congelaron a –80°C. 
Segunda dimensión 
La electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante en SDS o SDS-PAGE se llevó 
a cabo usando el sistema Protean® plus DodecaTM cell (BioRad) para geles de 18 o 24 
cm. Previamente a la electroforesis los geles de IEF fueron equilibrados, durante 15 
minutos, en tampón de equilibrado (50 mM Tris-HCl, 6 M urea, 30% glicerol, 2% SDS, 
0.0025% azul de Bromophenol, pH 8.8) con 65 mM DTT, y a continuación otros 15 
minutos en tampón de equilibrado con 250 mM iodoacetamida para bloquear los 
grupos -SH libres en las proteínas y mejorar la separación electroforética. Los geles de 
IEF ya equilibrados se colocaron luego sobre los geles de poliacrilamida-SDS al 12,5%, 
polimerizados el día anterior a su uso, para la segunda dimensión, colocando una tira 
de papel Whatmann embebida en los marcadores de peso molecular [(6500-205000 
Da. SigmaMarker Wide Range S8445) con la siguiente composición proteica: miosina 
de músculo de conejo (200 kDa); β-galactosidasa de E. coli (116 kDa); fosforilasa b 
muscular de conejo (97 kDa), fructosa-6-fosfato quinasa muscular de conejo (87 kDa), 
albúmina bovina (66 kDa), glutamato deshidrogenasa hepática bovina (55 kDa), 
ovoalbúmina de gallina (45 kDa), gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa muscular de 
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conejo (36 kDa), anhidrasa carbónica eritrocítica bovina (29 kDa), tripsinógeno de 
pancreático bovino (24 kDa), inhibidor de tripsina de soja (20kDa), α-lactoalbúmina 
bovina (14.2k kDa) y aprotinina pulmonar bovina (6.5 kDa)] al lado del extremo básico 
del gel IEF, y sellando con agarosa al 0,5% con 0.0025% de azul de bromofenol.  
La electroforesis se realizó a 20°C en dos pasos: un primero a 2,5 W/gel durante 5 
minutos y un segundo a 10 W/gel hasta que el frente alcanzó el borde inferior de cada 
gel, aproximadamente 5-6 horas. 
Tinción de proteínas en geles de acrilamida 
Los geles se revelaron por tinción visible con nitrato de plata (230) o fluorescente con 
Sypro Ruby® (BioRad) dependiendo de cada caso. 
Para la tinción con plata, los geles se fijaron en solución de fijación durante toda la 
noche; a continuación, se incubaron en solución de sensibilización durante 30 minutos. 
Luego, se lavaron con agua miliQ (3 × 5 minutos) y se añadió la solución de nitrato de 
plata, durante 20 minutos. A continuación, se lavaron con agua (2 × 1 minuto) y se 
incubaron durante 5 minutos con la solución de revelado. El revelado se detuvo 
añadiendo la solución de parada (2 × 10 minutos). Los geles teñidos se lavaron con 
agua destilada (3 × 5 minutos). Las imágenes se adquirieron con el escáner GS 800TM 
Calibrated Densitometer (BioRad). 
Para la tinción con SYPRO® Ruby, los geles fueros fijados en solución de fijación (50 % 
Etanol, 3 % ácido acético) durante 30 minutos; a continuación se dejaron tiñendo en 
SYPRO® Ruby durante toda la noche. Posteriormente se mantuvieron de nuevo 30 
minutos en solución de fijación y finalmente se lavaron con agua destilada (3 × 5 
minutos). Tras la tinción los geles fueron digitalizados con un escáner Molecular 
Imager FX System (BioRad) en el Servicio de Proteómica de la Universidad de Córdoba.  
El análisis de imagen se realizó con el software PDQuest® Advance 8.0.1 (BioRad) 
identificándose todos los cambios significativos entre las condiciones estudiadas para 
su posterior análisis por espectrometría de masas. Para evitar posibles falsos positivos, 
las imágenes se normalizaron mediante la herramienta incorporada en el programa 
“Total Quantity in Valid Spots” que normaliza por la intensidad total de todas las 
manchas del gel, corrigiendo así diferencias de intensidad de tinción entre geles. La 
normalización, junto con el análisis estadístico que incluye el programa, contribuye a 
asegurar que las diferencias encontradas se deben a los tratamientos y no a errores 
experimentales. 
Los análisis se realizaron usando tres réplicas por cada condición estudiada y de todos 
los spots o manchas expresadas diferencialmente se obtuvieron los valores de 
intensidad para el estudio de cuantificación. Dichos spots se utilizaron para su 
identificación por espectrometría de masas MALDI-TOF. 
Análisis estadístico de los resultados de proteómica 
En el análisis de la cuantificación de la expresión de proteínas o de cambios en el 
tioproteoma, los resultados muestran las medias ± SEM (error estándar de la media) 
de al menos 3 geles o imágenes de cada condición. 
A partir de los datos de cuantificación facilitados por el programa PDQuest® Advance 
8.0.1, se calculó la significación estadística de las diferencias entre muestra de 
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referencia y muestras problema. Se determinó mediante un test ANOVA seguido de un 
test Sudent-Newmann-Keuls en el programa InStat, versión 2.05/00 (GraphPad). La 
significación estadística se indica como: ns, no significativo; *, p< 0,05; **, p< 0,01; 
***, p< 0,001. 
Escisión de los spots para identificación 
La escisión de las manchas (recortes de poliacrilamida de una proteína en particular) 
fue ejecutada mediante el sistema de escisión de spots InvestigatorTM ProPic Station 
(Genomic Solutions) del Servicio de Proteómica de la UCO. Debido a que el robot 
utiliza un cilindro metálico de 1.8 mm y el gel tienen un grosor de 1 mm, el volumen de 
los cilindros o trozos de gel se determina de la siguiente forma: 
V = π x r2 x h = 3.14 x 0.92 x 1 = 2.54 mm3 
De cada mancha se recortaron dos cilindros por duplicado obtenidos en geles distintos, 
para tener suficiente material proteico para su análisis por espectrometría de masas. 
Para comprobar una eficiente escisión, los geles fueron re-escaneados para su 
confirmación. 
Identificación de proteínas por espectrometría de masas 
MALDI TOF 
El análisis por espectrometría de masas del estudio de los ratones de campo fue 
realizado en su totalidad en el Laboratorio de Proteómica del CSIC/UAB (Universidad 
Autónoma de Barcelona). La digestión semiautomática de las muestras se realizó en un 
sistema de “Multiscreen vacuum manifold” (Millipore) y placas de digestión de 96 
pocillos (MSD-Proteomics). 
Los cilindros de gel de cada una de las manchas se lavaron (2 x 10 min) con 100 µl de 
20 mM NH4HCO3 (bicarbonato amónico, BA). Luego con 100 µl de CH3CN (acetonitrilo, 
ACN) puro (3 x 10 min) el cual se elimina por vacío. Para reducir las proteínas, los 
cilindros de gel se rehidrataron con 50 µl de 20 mM BA suplementado con 10 mM de 
DTT durante (1 x 60 min). Se retiró la disolución y se añadió 50 µl de 20 mM BA 
suplementado con 55 mM de IAA (1 x 30 min) en oscuridad. A continuación se lavaron 
los trozos de gel con 100 µl de 20 mM BA (1 x 10 min) y 100 µl de ACN puro (3 x 10 
min). Tras el último lavado se aplicó vacío para retirar la disolución. La digestión 
proteica con tripsina comenzó con una incubación (1 x 30 min) a 4°C con 15 µl de una 
disolución de 50 ng/µl de tripsina en 25 mM BA, pH 8.2. Luego, la disolución de tripsina 
se retiró por vacío y se añadió 20 mM BA hasta cubrir los cilindros de gel. El proceso de 
digestión tuvo lugar durante 12-16 horas a 30°C. Los péptidos generados de la 
digestión se extrajeron (3 x 5 min) con una solución al 50% de ACN en 0.25% ácido 
trifluoroácetico (TFA) seguido de ACN puro. El volumen obtenido se evaporó mediante 
rotaevaporación y y se resuspendió en una disolución de 33% metanol, 1% ácido 
acético (ACH). A partir de ese momento la disolución de digestión se conservó a -80°C. 
Los péptidos se analizaron en un ABI Voyager De-Pro MALDI-TOF (Applied Biosystems) 
en modo reflectrón positivo. Para el análisis 0.5 µl del digerido se mezcló con 0.5 µl de 
matriz ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (5 mg/ml). Los análisis se realizaron en modo 
automático usando una potencia de laser de 1800 V y promediando los espectros 
obtenidos a partir de 450 disparos en un rango de 750-4500 m/z. Se usó como 
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calibración externa una mezcla de péptidos conocida y como calibración interna los 
picos de la autodigestión de la tripsina. 
La huella péptidica se enfrentó frente a la base de datos de swiss-prot 
(http://web.expasy.org/groups/swissprot/) y la base de datos NCBI no redundante 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) con el programa Protein Prospector 
(http://prospector.ucsf.edu/prospector/mshome.htm) y Mascot (http://www.matrix 
science.com/) usando como modificaciones la oxidación en Met y la carbamido-
metilación en Cys. 
MALDI TOF/TOF 
El análisis por espectrometría de masas de este experimento se realizó en la Unidad de 
Proteómica de los Servicios Centrales de Apoyo a la Investigación (SCAI) de la 
Universidad de Córdoba. 
Tras cada paso las disoluciones se retiraban por centrifugación. El flujo de trabajo de 
desteñido y lavado se llevó a cabo en el robot InvestigatorTM Progest (Genomics 
solutions). Los cilindros se destiñeron (2 x 15 min) con una disolución 100 µl 100 mM 
BA, 50% ACN. Posteriormente se añadió ACN puro (1 x 5 min) y se secó en SpeedVac. El 
lavado y equilibrado de los spots se hizo con con 100 µl 25 mm BA (2 x 15 min) y con 
100 µl 25 mm BA, 50% ACN (2 x 15 min). Finalmente los cilindros se deshidrataron en 
ACN y se evaporaron en centrifuga de vacío.  
El acondicionamiento con tripsina se realizó en 20 µl 25 mm BA a una concentración de 
tripsina de 12.5 ng/µl durante 45 min a 4°C. Tras este paso se retiró la tripsina, se 
añadió 20 µl 25 mm BA y las muestras se digirieron en el microondas a una potencia de 
200 W (3 x 5 min). La reacción se detuvo por la adición de TFA a concentración final de 
0.5 % y después de 10 min los digeridos se recogieron por centrifugación. La 
deposición de muestras en la placa MALDI se hizo en el robot InvestigatorTM ProMS 
(Genomics solutions) el cual, tras el lavado y concentración de los péptidos mediante 
un “zip tip” C18 (Millipore), mezcló la muestra con 0.5 µl de matriz ácido α-ciano-4-
hidroxicinámico (5 mg/ml). 
Los espectros MS/MS se adquirieron mediante un 4700 MALDI TOF-TOF Analyzer 
(Applied Biosystems) de forma automática y en un rango de masa de 800-4000 Da 
utilizando en modo reflectrón positivo y controlado por el programa de análisis 4000 
Serie Explorer v3.5 (Applied Biosystems). Se estableció una cadencia de disparo fija de 
2500 disparos por espectro de masas, con patrón de búsqueda uniformemente 
aleatorio. Para cada espectro de MS, los 10 picos más abundantes se seleccionaron 
para MS/MS usando un método de exclusión para iones con S/N menor de 50 y 
seleccionando solo los precursores más intensos. Los iones precursores con S/N más 
débil se adquirieron primero para obtener una mayor intensidad de señal de aquellos 
péptidos menos abundantes. Se utilizaron los péptidos de la autodigestión de la 
tripsina como calibradores internos de los espectros MS. Para la obtención de los 
espectros de fragmentación se utilizó el modo MS-MS con 1kV, con una ventana de 
masa relativa del precursor de 250 (ancho total media masa), y usando la celda de 
colisión CID activada y habilitando la supresión de iones metaestables. Los espectros 
MS/MS seleccionados se obtuvieron mediante un rango de disparos de laser de 
intensidad fija, desde 1000 a 3000 disparos y con 50 disparos por subespectros. El 
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criterio de parada se fijó para mínimo de 100 S/N en más de 7 picos de espectros tras 
un mínimo de 1000 disparos. 
Los datos de espectrometría de masas se analizaron mediante el programa GPS 
Explorer (Applied Biosystems) el cual incorporaba el motor de búsqueda Mascot. Las 
modificaciones que se establecieron fueron para la detección de péptidos con Cys 
marcadas (Cys-Carbamidometilada y Cys-Acetamidofluoresceína) como modificación 
fija y oxidación en Met. Se usó la base de datos NCBInr introduciendo el filtro de 
taxonomía de ratón. 
Marcaje con IAF de tioles oxidados en forma reversible 
Los extractos proteicos sin modificación de los grupos tiólicos de las proteínas se 
obtuvieron según una modificación del método de (61, 62). Se usaron cultivos basales 
de células Hepa1-6. La pella de células se resuspendió y se homogenizó en 3 
volúmenes del mismo tampón descrito en el apartado de obtención de extractos 
proteicos (0.02 M Tris-HCl, pH 7.6, 0.5 M sacarosa, 0.15 M KCl, 1 mM PMSF e 
inhibidores de proteasas) suplementado con 100 mM de N-etilmaleimida (NEM) con el 
fin de bloquear los grupos tiólicos libres de las proteínas. Se procedió de la misma 
forma que en el apartado mencionado solo que el exceso de NEM se eliminó mediante 
una columna de desalado (Protein Desalting Column, Thermo) la cual había sido 
previamente equilibrada con el tampón de extracción sin NEM. Tras el tratamiento con 
benzonasa, se ultracentrifugó y se cuantificó la concentración de proteína por 
Bradford. 
Para reducir los grupos tiólicos oxidados se añadió DTT a una concentración final de 
1 mM durante 10 min a temperatura ambiente. A continuación, y con el fin de marcar 
los grupos tiólicos oxidados, se añadió 5-iodoacetamidofluoresceína (5-IAF) a una 
concentración final de 200 µM a partir de una solución stock de 10 mM reconstituida 
en DMSO y se incubó durante 10 min en oscuridad a temperatura ambiente. A partir 
de este momento los pasos siguientes se realizaron con una exposición mínima a la luz. 
La eliminación del exceso de 5-IAF y sales, se hizo a través de una columna de desalado 
equilibrada con tampón de carga Laemmli (229), para muestras separadas en SDS-
PAGE, o con tampón de rehidratación, para muestras separadas por 2-DE. 
Cuantificación de tioles oxidados de forma reversible 
Las imágenes de los geles 2D cuyas proteínas estaban marcadas con 5-IAF se 
adquirieron en una longitud de onda de absorción y emisión distintas a las del Sypro 
Ruby® (λa = 448 nm; λe = 530 nm). Corresponden a las longitudes de onda de absorción 
y emisión de la fluoresceína (61, 62). Del mismo gel se obtuvieron imágenes de 
fluoresceína y de Sypro Ruby® para comparar el tioproteoma con el proteóma total y 
saber que proteínas eran las que experimentaban cambios en sus grupos tiólicos. De 
esta forma las imágenes obtenidas del tioproteoma y de proteoma total se exportaron 
a formato de imagen TIFF y se llevaron a los programa Adobe Photoshop CS3 para 
poder hacer un solapamiento de las imágenes de fluoresceína y de Sypro Ruby®. Así, 
para alcanzar una superposición de imágenes perfecta se utilizaron puntos de 
referencia naturales (marcadores de masa molecular marcados con 5-IAF) y punto 
marcados con punta de micropipeta, ya que los geles variaban su tamaño 
dependiendo de la hidratación.  
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El análisis de imagen se llevó a cabo con el programa PDQuest® Advance 8.0.1, 
cuantificando los spots que variaban cualitativa y cuantitativmente. La imagen 
correspondiente al proteoma total nos sirvió para poder escindir los spots e 
identificarlos posteriormente por espectrometría de masas MALDI-TOF/TOF. 
Western blot 
Los análisis por western blot en 1-DE se realizaron separando en 10 µg de proteína en 
SDS-PAGE como se indica en el apartado Electroforesis (SDS-PAGE). Los análisis para 
western blot 2-DE se realizaron con 20 µg de proteína y se separaron por IEF en tiras 
de 7 cm pH 4-7 lineal durante 24.000 Vh. Finalizada la electroforesis, las proteínas se 
transfirieron a membranas de Hybond-P PVDF (GE Healtcare) por electroblotting. Las 
membranas se bloquearon con tampón TTBS (25 mM Tris-HCl pH 7.6, 150 mM NaCl, 
0.03% Tween-20) suplementado con 2% de leche desnatada, durante 4-5 h a 
temperatura ambiente y luego con incubación toda la noche en tampón de bloqueo a 
4°C con el anticuerpo primario policlonal específico: anti-TPIS 1:1000 (Proteintech, 
10713-AP), anti-METK1 1:20000 (regalo generoso de Dr. Fernando Corrales, 
Universidad de Navarra), anti-OTC 1:500 (Atlas Antibodies, HPA000570), anti-GAPDH 
1:15000 (Santa-Cruz Biotechnologies, Sc-25778), anti-cFos 1:250 (Calbiochem, PC05), 
anti-PRDX1 1:5000 (LFPA0001), anti-PRDX3 1:5000 (LabFrontiers, LF-PA0030) y anti-
GCLC 1:15000 (Santa-Cruz Biotechnologies, Sc-22755) Tras la incubación las 
membranas bloqueadas se lavaron con el mismo tampón (3 x 1 h) para eliminar los 
restos de anticuerpo primario. Posteriormente las membranas se incubaron con el 
anticuerpo secundario de conejo, anti-rabbit IgG 1:4000 (Sigma-Aldrich, A9169) el cual 
incorporaba la peroxidasa de rábano. Tras la incubación las membranas se lavaron (3 x 
20 min) en el tampón TTBS con leche desnatada. Las membranas se revelaron con el 
kit comercial ECL-Plus (GE Healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las 
señales de la hibridación específicas se expusieron a películas de rayos X, Kodak X-
Omat AR, las cuales se escanearon en el Molecular Imager GS-800 (BioRad) y se 
analizaron mediante el programa Quantity One (BioRad). 
Cuantificación de glutatión total 
El GSH total se midió por el método de reciclaje enzimático usando glutatión reductasa 
(235). Los grupos sulfidrilo reaccionan con ácido 5-5´-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB, 
reactivo de Ellman) generando un compuesto amarillento, el ácido 5-tio-2-
nitrobenzoico (TNB). El disulfuro mixto GSH-TNB (GSTNB), que se produce de forma 
concomitante, se reduce por la acción de la glutatión reductasa para reciclar el GSH y 
producir más TNB. El glutatión oxidado (GSSG) se reduce también por dicha enzima a 
dos moléculas de GSH (Figura 43). La tasa de producción de TNB es directamente 
proporcional  a la concentración de glutatión en la muestra y se mide por la 
absorbancia a 412 nm.  
Después de 48 h de transfección, se guardó 1 ml de medio para la cuantificación de 
GSH, luego las células se recogieron y se guardaron de la siguiente forma: los extractos 
libres de células se prepararon por suspensión de las células en 5 volúmenes de 0.1 M 
tampón fosfato pH 7.0, 1 mM EDTA. Las células se sometieron a tres ciclos de 
congelado en nitrógeno líquido durante 30s y se descongelaron en un baño a 37°C, 1 
minuto. Los lisados se clarificaron por centrifugación y el sobrenadante se usó para el 
ensayo del GSH. 
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Figura 43. Método de reciclaje enzimático de GSH por Grasa. 
  
La mezcla de reacción se preparó por la adición de 50 µl de 12 mM DTNB, 18 mM 
NaHCO3 en 0.1 M de tampón fosfato pH 7.0; 10 µl de 20 mM NADPH en 0.1% NaHCO3; 
1 Unidad de glutatión reductasa y la muestra (5 µl del extracto celular o 50 µl de medio 
condicionado) a 0.1 M de tampón fosfato pH 7.0 para dar un volumen final de 1 ml. La 
tasa de producción de TNB se monitorizó durante 2 min de la reacción. Se tomó un 
control sin adición de muestra. Se elaboró una curva de calibrado con GSSG que sirvió 
de referencia. 
Cuantificación de especies reactivas de oxígeno intracelulares 
Las EROs se midieron usando el reactivo diacetato de diclorofluoresceína (DCFH-DA, 
Sigma-Aldrich, D6883) el cual es permeable a través de las membranas celulares dada 
su naturaleza lipofílica. Rápidamente el compuesto es hidrolizado a 2´7´- 
diclorofluorescína, una especie no fluorescente, por esterasas intracelulares. El 
compuesto pasa a especie polar y queda atrapado en el interior de las células. 
El DCFH se oxida rápidamente por peroxidasas específicas a DCF, experimentando un 
aumento de la fluorescencia. La intensidad de la fluorescencia es proporcional a la 
cantidad de EROs generadas intracelularmente (236). Por tanto, una disolución 20 µM 
de DCFH-DA se añadió al correspondiente cultivo de células Hepa1-6 antes de la 
recogida y estas se incubaron durante 30 min en oscuridad a 37°C en 5% de CO2. 
Después de la incubación, las células se recogieron y se rompieron a 4ªC por 
desintegración ultrasónica (tres pulsos x 12 s, 25 W). Posteriormente las células se 
centrifugaron a 28.000 x g durante 15 min y se recogió el sobrenadante resultante. La 
intensidad de fluorescencia de DCF en el sobrenadante se midió usando un 
espectrómetro de fluorescencia (Perkin-Elmer, LS-50B) con una longitud de onda de 
emisión de 529 nm y una de excitación de 504 nm. 
Cuantificación de proteínas carboniladas 
Los grupos carbonilos de las proteínas se derivatizaron con 2,4- dinitrofenilhidrazina 
(DNPH; Chemicon International, 90448) a 2,4-dinitrofenilhidrazona (DNP). Las 
proteínas derivatizadas con DNP se separaron por SDS-PAGE y se detectaron por 
western blotting (237). Las proteínas se desnaturalizaron por la adición de 6% de SDS a 
concentración final. Posteriormente se derivatizaron durante 20 min con 10 mM DNPH 
en 10% TFA. La neutralización se hizo con una disolución 2 M de Tris base, 30% de 
glicerol y 0.74 mM de β-mercaptoetanol. 
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Las proteínas se separaron por SDS-PAGE al 12% y se transfirieron a membrana PVDF. 
Las membranas se bloquearon durante 1 h con 1% de BSA en tampón fosfato con 
0.05% de Tween-20 (PBST) y se incubaron durante 45 min con el anticuerpo primario 
1:250 (rabbit anti-DNP; Chemicon International, 90451) en el mismo tampón PBST. 
Después las membranas se lavaron en la misma disolución (3 x 20 min) y se incubaron 
en con anticuerpo secundario 1:4000 (anti-rabbit IgG) y se reveló como se explica en el 
apartado western blot. 
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Abstract
Background: Alternative splicing is a widespread mechanism of gene expression regulation. Previous
analyses based on conventional RT-PCR reported the presence of an unspliced c-fos transcript in several
mammalian systems. Compared to the well-defined knowledge on the alternative splicing of fosB, the
physiological relevance of the unspliced c-fos transcript in regulating c-fos expression remains largely
unknown. This work aimed to investigate the functional significance of the alternative splicing c-fos pre-
mRNA.
Results: A set of primers was designed to demonstrate that, whereas introns 1 and 2 are regularly spliced
from primary c-fos transcript, intron 3 remains unspliced in part of total transcript molecules. Here, the
two species are referred to as c-fos-2 (+ intron 3) and spliced c-fos (- intron 3) transcripts. Then, we used
a quantitatively rigorous approach based on real-time PCR to provide, for the first time, the actual steady-
state copy numbers of the two c-fos transcripts. We tested how the mouse-organ context and mouse-
gestational age, the synthesis and turnover rates of the investigated transcripts, and the serum stimulation
of quiescent cells modulate their absolute-expression profiles. Intron 3 generates an in-frame premature
termination codon that predicts the synthesis of a truncated c-Fos protein. This prediction was evaluated
by immunoaffinity chromatography purification of c-Fos proteins.
Conclusion: We demonstrate that: (i) The c-fos-2 transcript is ubiquitously synthesized either in vivo or
in vitro, in amounts that are higher or similar to those of mRNAs coding for other Fos family members, like
FosB, ∆FosB, Fra-1 or Fra-2. (ii) Intron 3 confers to c-fos-2 an outstanding destabilizing effect of about 6-
fold. (iii) Major determinant of c-fos-2 steady-state levels in cultured cells is its remarkably high rate of
synthesis. (iv) Rapid changes in the synthesis and/or degradation rates of both c-fos transcripts in serum-
stimulated cells give rise to rapid and transient changes in their relative proportions. Taken as a whole,
these findings suggest a co-ordinated fine-tune of the two c-fos transcript species, supporting the notion
that the alternative processing of the precursor mRNA might be physiologically relevant. Moreover, we
detected a c-Fos immunoreactive species corresponding in mobility to the predicted truncated variant.
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Background
Activator protein-1 (AP-1) is a dimeric transcription factor
regulating major physiological processes such as cell pro-
liferation, differentiation, neoplastic transformation,
apoptosis, and response to stress [1]. Main AP-1 compo-
nents in mammals are members of the Fos and Jun pro-
tein families. The Fos family includes the products of the
c-fos (the cellular counterpart of oncogene v-fos), fosB, fra-
1 and fra-2 genes. Fos proteins associate with Jun, but also
with other basic leucine-zipper (bZIP) proteins to create a
variety of AP-1 complexes [2].
The expression of c-fos is subjected to a tight regulation at
multiple levels. The c-fos gene undergoes rapid and tran-
sient transcriptional activation in response to a variety of
extracellular stimuli [3]. Both c-fos mRNA and protein
turn over with short half-lives [4,5]. Additionally, when
the c-Fos protein is over-synthesized, the c-fos gene is tran-
scriptionally repressed [6].
Alternative splicing is a widespread mechanism of gene
expression regulation. The typical form of this regulation
results from tissue- or temporal-specific splicing events
that lead to the synthesis of either productive (protein-
coding) or non-productive (no protein- coding) RNAs.
Regarding transcription factors, alternative splicing prefer-
entially adds or deletes domains that are important for
their architectures and functions ([7] and references
herein). The production of multiple isoforms is a com-
mon strategy for regulating the activity of genes within the
Fos family (e.g. [8]). A particularly instructive example is
the differential splicing of the fosB transcript, which gen-
erates two mRNAs that encode proteins with antagonistic
activities. Briefly, alternative splicing removes codons
238–284 and causes a shift in the reading frame that
places a stop codon following the bZIP region. The trun-
cated protein (referred to as ∆FosB), missing the C-termi-
nal 101 aa of FosB, functions as a trans-negative regulator
of transcriptional activation and transformation, presum-
ably by competing with the full-length Fos protein in the
dimerization with Jun and binding to DNA steps [9-11].
Previous analyses [12,13] based on RT of total RNA fol-
lowed by conventional PCR have reported the presence of
a transcript isoform (hereinafter referred to as c-fos-2) in
several mammalian systems: (i) rat brain following kainic
acid treatment, (ii) primary cortical culture of mouse
brain treated with lipopolysaccharide, (iii) cartilage from
newborn mouse, and (iv) mouse and human cultured
stromal cells. Compared to the well-defined knowledge
on the alternative splicing of fosB, the physiological rele-
vance of c-fos-2 transcript in regulating c-fos expression has
not been well addressed.
The work described herein aimed to gain further insights
into the functional significance of the alternative splicing
of c-fos. To this end, we first undertook a systematic and
meticulous quantitation of the real copy numbers of c-fos
transcript variants by means of a real-time PCR methodol-
ogy [14-17]. We tested how the organ context, gestational
age, synthesis and turnover rates, and serum stimulation
of quiescent cells modulate the absolute expression pro-
files of the investigated c-fos transcripts. The translation of
these transcripts predicts the synthesis of a truncated c-Fos
protein, in addition to the canonical full-length counter-
part. From cultured cells we partially purified a c-Fos
immunoreactive species corresponding in mobility to the
predicted truncated species.
Results
Alternative splicing variants of c-fos messenger
Differential pre-mRNA splicing is an important mode of
regulating the steady-state abundance of a specific mRNA.
Based on the known structure of c-fos gene (Fig. 1A), a set
of primers (Fig. 1B) was designed to investigate the occur-
rence of any splicing variant that might be derived from
the primary c-fos transcript. Gene fosB was included for
comparison. Primer pairs E1U-E2L and E2U-E3L (located
in exons 1 and 2 and in exons 2 and 3, respectively) gen-
erated single RT-PCR amplicons of expected sizes and
sequences after regular splicing of introns 1 and 2 (Fig.
1C). However, the primer pair E3U-E4L revealed the pres-
ence of two transcript populations: while the shorter
amplicon (141 nt) corresponded to the canonical spliced
form of c-fos message, the larger amplicon (258 nt)
retained the 117 nt of intron 3. These data confirmed that
intron 3 is not always spliced from the primary c-fos tran-
script [12,13]. To quantitate this second transcript species,
an additional primer pair (E3U-I3L) was designed. As
expected, these primers gave a unique RT-PCR product of
the predicted size (120 nt) and sequence.
Steady-state molecules of c-fos transcripts in animal 
tissues and cultured cells
Here we used a quantitatively rigorous approach based on
RT and real-time PCR amplification [14-17] to provide
novel information on the actual steady-state copy num-
bers of the two c-fos transcripts. Quantitations were car-
ried out in adult mouse organs, whole mouse embryos at
different developmental stages, and murine cultured cells.
We found that both transcripts were ubiquitously
expressed and presented vast differences in abundance
depending on the sample (Fig. 2). In the adult organs
examined, the canonical spliced c-fos mRNA displayed
high steady-state levels in brain (10 molecules/pg of total
RNA) followed by heart, lung, and ovary (average of 4
molecules/pg), as compared to spleen and testis (about
0.4 molecules/pg), and the rest of the organs (around 0.07
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RT-PCR amplicons from c-fos and fosB transcriptsFigure 1
RT-PCR amplicons from c-fos and fosB transcripts. A) Schematic drawing of c-fos and fosB gene structures. Exons (E) 
are boxed and shaded in grey. Introns (I) are indicated by lines between exons, except for the alternatively spliced sequences 
that are indicated by brick filled in boxes. The beginning and end of exons are indicated by the corresponding nucleotide posi-
tions (NCBI/GeneBank accession numbers: V00727 and AF093624 for c-fos and fosB, respectively). B) Names, sequences and 
5'-position of upper (U) and lower (L) primers. C) Agarose (1.5%) gel electrophoresis analysis of RT-PCR products generated 
by different primer pairs (identified at the top of each line). Total RNA from NIH 3T3 cells was used as template. Forty cycles 
of PCR were performed as detailed [16]. Genomic DNA was further amplified by the E1U-E2L primer pair to exclude the pos-
sibility that our PCR conditions were not optimal for the amplification of the longest theoretical fragment, i.e. the 933 nt ampli-
con that should be observed if intron 1 remained unspliced in the c-fos transcript population [see Additional file 7]. The 
molecular weight marker was a 100-nt ladder from Roche.
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E1U 5’-CCAGCATGGGCTCTCCTGTCAACACA 815
E2U 5’-CCACGGTGACAGCCATCTCCACCA 1641
E2L 5’-TCCGTAAGGATGGGGCGCTCTGGT 1747
E3L 5’-GGCTGCAGCCATCTTATTCCGTTCCC 2317
E3U 5’-CGGAATCGGAGGAGGGAGCTGACAGATA 2324
E4L 5’-TCGGTGGGCTGCCAAAATAAACTCCAGT 2581
I3L 5’-ATGCTCAAGGACCCTGCGCCCATAGT 2440
E4U 5’-CGGGCTGCAAGATCCCCTACGAAGA 23225
I4U 5’-GCCGAGGTGAGAGATTTGCCAGGGTC 23178
E5L 5’-GACCTCCGGGCAGGTGAGGACAAAC 22951
I4L 5’-AGCCGTCAGGTTGGGGGGTGC 23050
c-fos primers
fosB primers
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molecules/pg). Notably, this quantitative tissue-expres-
sion profile is not in good agreement with qualitative RT-
PCR results in public database. For instance, qualitative
RT-PCR (accession ID, MGI:1204456) generated a strong
c-fos amplification band from either liver or lung RNA and
no detectable signal from kidney RNA. However, quanti-
tative data given here (Fig. 2) showed much lower expres-
sion levels in both liver and kidney (around 0.07
molecules/pg RNA) than in lung (5.7 molecules/pg RNA).
These discrepancies might be due, at least partly, to the
experimental uncertainties of the end-point RT-PCR
methodology.
The c-fos-2 variant was present in smaller amounts in all
8-tissue samples, where its presence accounted for differ-
ent percentages of the total transcript molecules, ranging
from more than 20% in lung and ovary to about 2% in
testis. Regarding whole embryos, an over 7-fold overex-
pression in both c-fos transcripts occurred as early as E7
(gastrulating embryos). Thereafter, their amounts
declined to approximately the average numbers of the
steady-state copies measured in adult tissues. Therefore,
the c-fos-2 species accounted for a constant 8–9% of the
total transcript molecules throughout mouse embryonic
development.
Elevated levels of the two c-fos transcripts were also quan-
titated in NIH 3T3 and Hepa1-6 confluent cells. Interest-
ingly, at least in these 2 cell lines, we observed both
products with an about equal yield. This finding differs
from a recent report in which confluent stromal cells
expressed only the c-fos-2 transcript [13]. With regard to
the absolute amounts of transcripts coding for the rest of
proteins within the Fos family (Table 1 and data not
shown), we found that the c-fos-2 variant was nearly as
abundant in lung, liver, and kidney and in NIH 3T3 cells
as the transcripts coding for Fra-1 and Fra-2. Compara-
tively, the transcript coding for FosB displayed a much
lower level.
Organ-, embryo-, and cell type-associated differences in basal amounts of c-fos transcriptsFigure 2
Organ-, embryo-, and cell type-associated differences in basal amounts of c-fos transcripts. Data are the numbers 
of transcript molecules per pg of total RNA. Regarding cultured cells, error bars (SEM) indicate transcript level variability 
among 13 (NIH 3T3) or 8 (Hepa1-6) independent cultures. Total RNA (pool of ~200 BALB/c mice) from animal organs and 
whole embryos were from Clontech. No error bars are shown for quantitations of these commercial samples of total RNA. 
E17 embryos are in late gestation (total of about 19 days). The percentage of c-fos-2 in total transcript amount (c-fos-2 plus 
spliced c-fos) is indicated for each of the sample examined.
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Differential stability of the two c-fos transcripts
The intrinsic stability of any transcript is an important
component of the gene expression program. We first tried
to determine the half-life of each investigated c-fos tran-
script in a whole animal study. For this purpose, we
administered actinomycin D (AmD) to stop transcription
and then quantitated the number of transcript molecules
remaining at various times after the transcription shut-off.
Surprisingly, in contrast to previous results with other
murine mRNAs [15], the decay rates of the c-fos transcripts
could not be calculated in animals, since their hepatic,
pulmonary and renal levels increased (not decreased)
upon the intraperitoneal injection of AmD (Fig. 3). These
results indicate that c-fos (an early response gene) is up-
regulated in vivo by AmD under conditions in which the
transcription of other genes is blocked [15]. We have pre-
viously addressed this problem in Saccharomyces cerevisiae
[18], where the levels of mRNAs that are particularly
responsive to environmental changes are up-regulated by
current procedures for blocking transcription (i.e. RNA
polymerase inhibition by specific drugs or thermal inacti-
vation of a temperature-sensitive mutant). Since AmD
doses higher than 2 mg kg-1 body weight and incubation
times longer than 16 h could not be used without affect-
ing the apparent healthy aspect of mice, we next consid-
ered the possibility of quantifying the decay rates of the
investigated c-fos transcripts in the cell-cultured model.
In contrast to animals, in cultured cells the molecule
number of each c-fos transcript isoform decayed exponen-
tially in the presence of AmD and their half-lives were
readily calculated from the equation of each decay line
(Fig. 4A). The turnover of the two spliced forms of fosB
mRNA and those of various non proto-oncogene tran-
Time-courses of c-fos transcripts in mouse kidney, lung and liver in response to AmDF gure 3
Time-courses of c-fos transcripts in mouse kidney, 
lung and liver in response to AmD. Male BALB/c mice 
(see legend of Table 1) were intraperitoneally injected with 2 
mg kg-1 body weight of AmD dissolved in phosphate-buffered 
saline. Animals injected with phosphate-buffered saline 
served as vehicle controls. Total RNA was extracted at the 
indicated times. Data are the means of c-fos (triangles) or c-
fos-2 (circles) molecules/pg of total RNA ± SEM (n = 3 mice). 
Data at 0 min represent the mean values ± SEM of 5 control 
mice. No time-related effect was noted in these vehicle con-
trols. Some error bars are not visible because of small stand-
ard errors. Statistical significance was evaluated using analysis 
of variance followed by post hoc multiple comparison accord-
ing to the Student-Newman-Keuls method. Significant differ-
ences relative to control animals are indicated by filled-in 
symbols. For each transcript, the maximal fold increment is 
given in parentheses.
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Table 1: Absolute steady-state levels of transcripts encoding proteins of the Fos family in mouse lung
mouse c-fos c-fos-2 fosB fra1 fra2
1 2.80 0.59 0.035 0.96 1.93
2 4.52 0.62 0.039 0.98 2.42
3 3.37 0.81 0.033 1.03 2.48
4 3.04 0.66 0.030 1.03 1.63
5 2.00 0.49 0.022 1.15 2.73
6 3.08 0.47 0.023 1.26 2.34
7 2.14 0.16 0.012 1.26 2.04
8 2.41 0.41 0.018 1.44 2.60
9 3.57 0.61 0.022 1.51 2.61
10 3.71 0.88 0.033 1.29 2.82
11 4.16 0.42 0.014 1.13 2.67
12 3.90 0.58 0.038 1.37 2.94
mean ± SEM 3.22 ± 0.23 0.56 ± 0.053 0.027 ± 0.003 1.20 ± 0.050 2.44 ± 0.11
Male BALB/c mice of 7 weeks of age were obtained from Charles River Laboratories (Spain). Following a 3-day acclimation period animals were 
individually killed by cervical dislocation. The lung was removed and immediately frozen in liquid nitrogen. Mice were handled according to the 
norms stipulated by the European Community. The investigation was performed after approval by the Ethical Committee of the University of 
Córdoba (Spain). Data are transcript molecules/pg of total RNA.
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scripts were also determined for comparison (Fig. 4B). We
found that the two species of c-fos transcripts displayed
rather different half-lives in cultured cells: the c-fos-2
decayed with a half-life of less than 3 min, whereas the
half-life of the spliced c-fos messenger was over 15 min
(Fig. 4A). Moreover, the kinetics and magnitudes of the
quantitated decays suggested that c-fos-2 is not merely a
splicing intermediate in the production of the mature c-fos
transcript [see theoretical considerations in Additional file
1]. In contrast to c-fos, both fosB transcripts exhibited iden-
tical half-lives of about 4 min (Fig. 4B). Transcript turno-
ver rates in the order of minutes was a characteristic of
proto-oncogenes since other mRNA species such as those
encoding for heme oxygenase 1, thioredoxin 1, and super-
oxide dismutase 3 presented turnover rates in the order of
hours.
The steady-state abundance of any transcript depends on
the balance between two opposing factors, its rate of for-
mation and degradation. We show that though both c-fos
transcripts are similarly abundant in cultured cells, the c-
fos-2 turned over about 6-fold faster than the spliced c-fos
mRNA. Both findings can only be conciliated if, at the
same time, the c-fos-2 isoform is produced at a higher rate.
Having determined the numbers of transcript copies and
the transcript half-lives, we can estimate their synthesis
rates. The result of such a calculation (Fig. 4B) suggests
that the major determinant of c-fos-2 transcript level in
cultured cells is its high rate of synthesis, as compared to
that of the spliced c-fos variant, and particularly to those
of both fosB and of non proto-oncogenes mRNAs.
Next, we asked ourselves whether cycloheximide (Cx), a
protein synthesis inhibitor, leads to the stabilization of
the alternative c-fos-2 transcript. We found (Fig. 5), that
the fast decay rate of the c-fos-2 species is not coupled to
Rates of transcript decay and synthesis in cultured cellsFigure 4
Rates of transcript decay and synthesis in cultured 
cells. A) Decay rates of the c-fos-2 (open symbols) and c-fos 
(solid symbols) transcripts in NIH 3T3 (circles) and Hepa1-6 
(triangles) cells. Data are the percentages of transcript mole-
cules remaining after the addition of AmD. The half-life (t1/2) 
values calculated from the resulting decay lines are given for 
comparisons. B) Rates of transcript decay and synthesis in 
NIH 3T3 cells. Transcript synthesis rates (in molecules/min) 
were calculated from the basal amounts of transcript mole-
cules (per pg of total RNA) and their estimated half-lives (in 
minutes). These calculations are based on the assumption 
that though mRNA degradation is a complex process, it fol-
lows first-order kinetics[36]. The steady-state levels and 
rates of decay and synthesis of transcripts coding for both 
types of FosB protein (fosB and ∆fosB) and for heme oxygen-
ase 1 (ho1), thioredoxin 1 (trx1) and superoxide dismutase 3 
(sod3) are included for comparison.
Time in AmD (min)
T
ra
n
s
c
ri
p
t 
m
o
le
c
u
le
s
 (
%
)
0.01
0.1
1
10
100
0 30 60
17.9 min
15.0 min
2.9 min
2.6 min
A)
NIH 3T3 cells
(mRNA molec/pg)
12.1
12.8
9.6
112.9
0.1
0.9
0.8
basal amount half-life
17.9
2.6
108
1674
876
4.1
3.9
(min)
synthesis
0.47
3.41
0.15
0.14
0.06
0.05
0.08 x 10-3
(molec/min)
c-fos
c-fos-2
ho1
trx1
sod3
fosB
∆fosB
transcript
B)
Changes in transcript decay upon translation inhibitionFigur  5
Changes in transcript decay upon translation inhibi-
tion. Decay rates of c-fos-2 (circles) and c-fos (triangles) 
transcripts were determined as in Fig. 4, excepting that half 
of the plates were pretreated for 15 min with Cx (10 µg/ml). 
Then, AmD was added to all the plates and transcript decay 
was followed in the presence (solid symbols) and absence 
(open symbols) of Cx.
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translation, since it went on being ≤ 3 minutes in the pres-
ence of Cx, irrespective of the cell type (NIH 3T3 or
Hepa1-6). In contrast, as expected [5], the inhibition of
the translation transformed the spliced c-fos mRNA into a
stable species (at least in the 120 min period examined).
Transcript levels upon serum stimulation
Previous studies have shown that the stimulation of qui-
escent cells with 15% CS causes a rapid transient increase
in c-fos mRNA [19]. To gain more insight into the mecha-
nisms that might be influencing the cellular level of the
alternative c-fos-2 transcript, we decided to analyse
whether its accumulation mode after serum induction was
identical or not to that of the canonical spliced mRNA.
We found (Fig. 6) that CS induced different expression
profiles for both the spliced c-fos and the c-fos-2 transcript
variant. In both cases, a dramatic 11-fold increase (from
about 2.3 to 25 molecules/pg) was quantitated as soon as
5 min after serum addition. However, following this early
up-regulation, while the c-fos-2 copy number remained
relatively constant within 5–30 min, the amount of the
spliced c-fos mRNA increased until a maximum of 100-
fold was reached 30 min past stimulation. Thereafter,
both transcript levels decayed with different kinetics:
spliced c-fos mRNA molecules decreased to 50% of maxi-
mum in 20 min, while c-fos-2 lasted 37 min. Overall, these
distinguishing features caused rapid changes in the rela-
tive abundance of both transcripts throughout the period
analyzed in this experiment. Comparatively, our quantita-
tive PCR analysis revealed a much less differential expres-
sion of both fosB mRNA isoforms. Moreover, in contrast
to previous observations [11], the expression of fosB did
not precede that of ∆fosB mRNA at any time following
serum stimulation. In fact, both transcripts were induced
in a close parallelism throughout the first 30 min of serum
treatment, and, additionally, the ∆fosB mRNA increase
persisted longer (Fig. 6).
Rapid changes in the rate of synthesis and/or the rate of
degradation of either the canonical c-fos mRNA or the c-
fos-2 variant, or both, would give rise to rapid changes in
the relative magnitudes of these transcripts. We examined
this possibility by calculating the formation and degrada-
tion rates of both transcripts in quiescent and serum-stim-
ulated cells. As shown in Table 2, the half-life of the c-fos-
2 variant remained essentially identical to that seen for
this transcript in confluent cells. Therefore, serum-related
changes in the copy number of the c-fos-2 transcript were
entirely explained by differences in its rate of synthesis.
Nonetheless, two trends could be envisaged regarding the
spliced c-fos mRNA: while an outstanding induction of its
synthesis would be the only determinant for the large up-
regulation of spliced c-fos mRNA within the first 30 min-
utes after serum addition, the subsequent rapid return of
this transcript to the prestimulation levels would require
an accelerated turnover rate (see Fig. 6).
Translation of c-fos-2 transcript
Intron 3 generates in c-fos-2 transcript an in-frame transla-
tion premature termination codon (PTC), thereby predict-
ing (if translated) the synthesis of a C-terminally
truncated protein 169 aa long. In an attempt to obtain
experimental proof of the synthesis of the predicted trun-
Table 2: Rates of synthesis and degradation of c-fos and c-fos-2 transcripts upon serum stimulation
c-fos c-fos-2
NIH 3T3 cells amount (molec/pg) half-life (min) synthesis (molec/min) amount (molec/pg) half-life (min) synthesis (molec/min)
confluent 12.1 17.9 0.47 12.8 2.6 3.41
quiescent 2.6 17.5 0.10 2.2 2.3 0.66
serum (15 min) 116.1 17.1 4.71 28.1 2.3 8.47
serum (60 min) 77.1 8.5 6.29 10.2 2.7 2.62
Experimental conditions are as in Figs. 4 and 6. Confluent cell data are those in Fig. 4.
Time-course of c-fos (left) and fosB (right) transcript levels in serum-stimulated NIH 3T3 cellsF g re 6
Time-course of c-fos (left) and fosB (right) transcript 
levels in serum-stimulated NIH 3T3 cells. Data are the 
means of transcript molecules per pg of total RNA ± SEM 
from independent cultures. Some error bars are not visible 
because of small SEM.
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cated c-Fos protein, we first investigated whether the c-fos-
2 transcript was present in the cellular cytoplasm. To this
end, RNA was isolated from separate cytoplasmic and
nuclear fractions of NIH 3T3 cells, and then the resulting
RNAs were analyzed by end-point RT-PCR. As shown in
Fig. 7, the c-fos-2 transcript was present in both cellular
fractions, like the unspliced fosB transcript. In contrast, no
unspliced gpx1 pre-mRNA was present in the cytoplasmic
fraction showing an efficient cellular fractionation.
Given the presence of the c-fos-2 transcript in the cyto-
plasm, we next evaluated whether the truncated c-Fos var-
iant accumulated in serum-stimulated cells. For this
purpose, c-Fos proteins were partially purified by immu-
noaffinity chromatography from NIH 3T3 cell extract fol-
lowing 30 min serum stimulation. Immunoblot analysis
with anti-cFos Ab of the eluate column revealed several
electrophoretically distinguishable bands (Fig. 8B). The
higher molecular weight bands matched the multiple
forms of the full-length c-Fos protein that appeared in the
range of 53- to 68-kDa [4,20]. Bands detected in the range
of 42- to 50-kDa might be c-Fos breakdown products.
Finally, the discrete immunoreactive species correspond-
ing in mobility to a ~23-kDa protein would be the trun-
cated c-Fos form. This band was not detected in crude
extract from either serum-starved or serum-stimulated
cells. The possibility that the ~23-kDa band would be pri-
mary Ab light chains leaching off the immunoaffinity col-
umn was excluded by using only the secondary Ab [see
Additional file 2]. Furthermore, the possibility that the
~23-kDa band would be a non-specific protein co-puri-
fied with the rabbit anti-cFos Ab was excluded by using a
different primary Ab in the Western blotting [see Addi-
tional file 3].
Discussion
c-Fos proto-oncoprotein is a key cell regulator, whose
improper expression is oncogenic, both in cultured cells
and living organisms. To avoid the deleterious effects of
deregulated expression, c-fos is subjected to numerous
transcriptional and posttranscriptional controls [2]. Dif-
ferential pre-mRNA splicing is an important mode of reg-
ulating the activity of mammalian genes (e.g. [7]). Our
interest in c-fos splicing stems from previous studies on
fosB where a truncated spliced variant missing the C-ter-
minus of FosB appears to be of great physiological rele-
vance, e.g. in mediating long-term adaptive changes in the
nervous system [21].
Murine c-fos gene comprises 4 exons and 3 introns span-
ning ~3.4 kb of chromosome 12. By means of specific
primers, we first explored the presence of intron
sequences in the transcript population derived from c-fos.
We demonstrated that whereas introns 1 and 2 are regu-
larly spliced from the precursor RNA, intron 3 remains
unspliced in part of the total transcript molecules. Follow-
ing this finding, we performed a robust and sensitive RT-
PCR methodology for providing for the first time a com-
prehensive quantitation of the absolute expression levels
of each transcript isoform: the canonical spliced c-fos and
the alternative c-fos-2. Comparisons of expression levels
across 8 mouse organs, 3 fetal stages and 2 cultured cell
RT-PCR analysis of cytoplasmic and nuclear RNAsFigure 7
RT-PCR analysis of cytoplasmic and nuclear RNAs. 
Cytoplasmic (C) and nuclear (N) RNAs were isolated by 
using the PARIS™ Kit (Ambion) according to the manufac-
turer's protocol. RT-PCR conditions were as in Fig. 1. The 
RT-PCR product of 120 nt amplified by the E3U-I3L primer 
pair (see Fig. 1) indicates the presence of the c-fos-2 tran-
script in both cytoplasmic and nuclear fractions. Amplifica-
tion of the unspliced fosB transcript (I4U-I4L primers) was 
included for comparison. Transcript coding for glutathione 
peroxidase 1 was amplified as control of efficient cellular 
fractionation. Primer UGPX1 (5'-GCAGAAGCGTCT-
GGGACCTCGTG) was located in gpx1 exon 1, and primer 
LGPX1 (5'-GGGAATTCAGAATCTCTTCATTCT TGCCA) in 
gpx1 exon 2 (the intron between both exons is 218 nt long). 
UGPX1- LGPX1 primers generated a single RT-PCR product of 
101 nt when using the cytoplasmic RNA as template, indicat-
ing no detectable contamination with nuclear gpx1 pre-
mRNA. In contrast when using the nuclear RNA as template, 
a fragment 319 nt long was detected in addition to the 
expected product from spliced gpx1 mRNA. Since the 
Ambion's PARIS™ Kit is designed for the isolation of both 
RNA and protein from the same sample, efficient cellular 
fractionation was further confirmed by Western blot analysis 
(botton panel) with an Ab specific for the cytoplasmic glycer-
aldehyde-3-phosphate-dehydrogenase (GAPDH). GAPDH 
was present only in the cytoplasmic fraction, further indicat-
ing no detectable contamination with the nuclear fraction.
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lines led to four observations: (i) The c-fos-2 transcript is
ubiquitously synthesized either in vivo or in vitro situa-
tions. (ii) This isoform is present in amounts that are
higher or similar to those of mRNAs coding for other Fos
family members like FosB, ∆FosB, Fra-1 or Fra-2. (iii) The
c-fos-2 variant is frequently processed in certain mouse tis-
sues, like ovary and lung, and in confluent cell cultures,
where both transcript isoforms are produced in about
equal quantities. (iv) No obvious relationship exists
between total amount of c-fos transcripts and the relative
quantity of the c-fos-2 form. For instance, c-fos-2
accounted for about 9% of total transcript molecules in
liver and about 6% in brain, though this last organ
exceeds the hepatic steady-state amount by over 75-fold.
On the whole, these findings support the notion that the
c-fos-2 copy number might be controlled.
The number of copies of any transcript is determined by a
delicate balance between opposing synthesis and degrada-
tion mechanisms. Here we show that the presence of
intron 3 confers to the c-fos-2 transcript a destabilizing
effect of about 6-fold, e.g. reducing the transcript half-life
from 18 to 3 min in confluent NIH 3T3 cells (Fig. 4).
The canonical c-fos mRNA is targeted for decay by two
functionally independent instability determinants. One
of these determinants (designated mCRD) is located in
the protein-coding region and the other (an AU-rich ele-
ment) in the 3'-untranslated end of the c-fos mRNA [22].
The mRNA decay mediated by mCRD represents a "sui-
cide" mechanism in which translation of the mCRD-con-
taining RNA results in the rapid degradation of the
message [23]. Here we show that the half-lives of the c-fos
and c-fos-2 transcripts are affected differently by inhibi-
tion of the translation, since cycloheximide caused the sta-
bilization of only the canonical c-fos mRNA (Fig. 5). This
result suggests that the shorter half-life of the alternative c-
fos-2 species is independent of translationally coupled
mRNA turnover mechanisms, like the one directed by the
mCRD determinant. Accordingly, the c-fos-2 transcript
with the PTC lying in the last intron 3 (Fig. 8A) should be
also immune to the so-called nonsense-mediated decay
(NMD). It is noteworthy that this latter was anticipated
given that one critical determinant of whether a mamma-
lian transcript is subjected to NMD is the presence of a
splicing-generated exon-exon junction >50–55 nt down-
stream the PTC (recently reviewed in [24] and [25]). In
the absence of these two translationally coupled mRNA
turnover mechanisms, an intriguing question remains to
be answered: Why is the c-fos-2 transcript degraded at a
faster rate than the canonical c-fos message?.
A recent paper by Moraes et al [26] indicates that the CUG-
binding protein (CUG-BP) plays a role in c-fos mRNA
decay. By means of an in vitro deadenylation assay, they
showed that CUG-BP binding to c-fos mRNA stimulates
the poly(A) shortening by the PARN deadenylase. Since
deadenylation is a rate-limiting step in the turnover of
most mRNAs, we hypothesized that the presence of intron
Detection of c-Fos immunoreactive speciesFigure 8
Detection of c-Fos immunoreactive species. A) Nucle-
otide sequence of c-fos intron 3 and flanking exons 3 and 4. 
Lower case letters refer to intronic nucleotides and upper 
case letters to exonic nucleotides. Minimal functional 
sequences within the mCRD are underlined. The encircled 
triplets encode the aa residues that contact to DNA. Triplets 
encoding two out of the five-leucine residues of the LZ motif 
are indicated in italics. The stop codon in intron 3 is boxed 
and shaded in grey. B) Western blot analysis of c-Fos pro-
teins purified by immunoaffinity chromatography. A crude 
extract from NIH 3T3 cells stimulated with serum for 30 min 
was loaded onto the immunoaffinity column. The column elu-
ate (E-30), as well as the input crude extract (CE-30) and the 
crude extract from serum-starved (CE-0) cells were sub-
jected to inmunoblot analysis as described under "Methods". 
The positions of molecular size standards are indicated on 
the left in kDa. GAPDH was used for loading control.
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3 in the c-fos-2 transcript might accelerate its decay by the
above-referred mechanism. We reasoned that in this case,
the proportion between both c-fos transcript variants
might change when using an anchored oligo(dT)primer
(5'-T20VN-3'), rather than random primers, in the cDNA
synthesis. This approach allowed us to track specifically
the transcripts that retained poly(A)+ tails of a sufficient
length to allow priming. We found [see Additional file 4]
that the poly(A)+ population has practically the same copy
numbers of c-fos and c-fos-2 transcripts as the overall RNA
population. Moreover, the rate at which each transcript
disappeared from the poly(A)+ population was similar to
their overall decay rates [see Additional file 4]. These data
seem to favour the idea that the two transcripts undergo
deadenylation at the same rate, which seems to be in
agreement with the synchronous deadenylation pattern
seen for c-fos RNA both in vivo and in vitro [26,27]. Further
work should pursue the identification of new instability
determinants within the c-fos-2 transcript variant.
Shur et al [13] have recently reported rapid changes in c-
fos-2 and c-fos transcript levels in response of the osteob-
lastic cells to a challenge with dexamethasone (a pharma-
cological glucocorticoid hormone). Control of c-fos
splicing through the interaction of the glucocorticoid
receptor with the c-fos-2 transcript was the mechanism
proposed to explain the observed changes. Here we too
show that the proportion between both c-fos transcript
variants changes rapidly and transiently upon the stimu-
lation by serum of NIH 3T3 fibroblasts in quiescence. Our
data indicate that differential rates of synthesis determine
the large up-regulation of spliced c-fos relative to c-fos-2
level at the early stage of the serum response. However,
destabilization of the newly synthesized c-fos message,
possibly as it is being translated, contributes to complet-
ing the response and restoring the ~50% yield (percentage
of total transcript molecules) quantitated in confluent cul-
tures. This temporal sequence of events further supports
the idea that the alternative processing of the primary c-fos
transcript might be of physiological relevance, given that
a relatively short extension of c-fos expression is sufficient
for fibroblasts to manifest properties of cell transforma-
tion [28].
Translation of the c-fos-2 transcript predicts the synthesis
of a truncated protein lacking 211 aa at the carboxyl-ter-
minus. We partially purified by immunoaffinity chroma-
tography a c-Fos protein (verified by Western blot) with
an apparent molecular weight of 23-kDa as judged by
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. This finding sug-
gests that the truncated variant of c-Fos is expressed in
NIH 3T3 cells. The truncation would occur after the con-
served basic domain for DNA binding but prior to the
adjacent leucine zipper for dimerization (Fig. 8). There-
fore, the truncated c-Fos should be inactive for transfor-
mation and transactivation since the functional integrity
of the bZIP motif is required for these activities [29].
Moreover, the truncated c-Fos (unable to heterodimerize)
should not exhibit antagonistic functional properties with
the canonical longer counterpart, as in the case of ∆fosB
[9-11]. On the other hand, however, the truncated c-Fos
species might gain in stability as predicted by the loss of
the main destabilizing activity residing at the C-terminal
region [30,31].
What might the biological significance of the above-
referred truncated variant of c-Fos protein be? One could
speculate with the idea that the truncated species is just
the side effect of the c-fos-2 translation occurring or toler-
ated in the cells. Nonetheless, a more active role in regu-
lating gene expression could also be envisaged, since the
truncated c-Fos would retain the DNA binding domain
(Fig. 8). Two pathways have been described for binding
dimeric proteins to DNA. In the dimer pathway, proteins
first form dimers and then go on to bind DNA. Along the
monomer pathway, a monomer•DNA complex is formed
first, followed by recruitment of the second monomer to
form the final complex. A growing number of dimeric
DNA-binding proteins are able to form complexes with
DNA via a monomer pathway. In fact, the monomer path-
way is considered the best option for a faster and more
specific formation of the final complex ([32] and refer-
ences herein). Although Fos and Jun monomer•DNA
complexes are difficult to observe, particularly in gel retar-
dation experiments (e.g. see [33]), recent stopped-flow
fluorescence studies on the kinetics of Fos•Jun•DNA
complex formation indicate that both protein monomers
bind DNA sequentially and assemble their dimerization
interface while interacting with DNA [32]. These data
allow us to speculate with the possibility [34] that even
low levels of the truncated c-Fos variant might influence
AP-1 mediated gene expression through the formation of
non-productive monomer•DNA intermediates at specific
DNA target sites. Additional experiments would be
required to support such a notion.
Conclusion
Here we provide the first absolute (molecule number)
quantitative analysis of alternative spliced transcript iso-
forms derived from the c-fos precursor RNA. We confirm
that intron 3 remains in the transcript population derived
from c-fos. We demonstrate that this transcript (here
referred as c-fos-2) is ubiquitously synthesized, either in
vivo (various mouse-tissues, gestational-ages) or in vitro
(different murine cell lines), in amounts that are higher or
similar to those of mRNAs coding for other Fos family
members. Changes in the synthesis and/or degradation
rates of both isoforms (the canonical spliced c-fos mRNA
and the c-fos-2 variant) indicate a co-ordinated fine-tune
of transcript molecules, supporting the notion that the
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alternative processing of the c-fos precursor RNA might be
physiologically relevant. Moreover, translation of the c-
fos-2 transcript predicts the synthesis of a truncated c-Fos
protein. We detected a c-Fos immunoreactive species cor-
responding in mobility to the predicted truncated protein.
Methods
Cell culture and treatments
NIH 3T3 (ATCC: CRL-1658) and Hepa1-6 (ATCC: CRL-
1830) cells were cultured in Dulbecco's modified Eagle
medium (DMEM) supplemented with 10% calf serum
(CS) or foetal bovine serum, respectively. For mRNA
decay quantitation, cells were seeded into 75 cm2 flask at
a density of 3 × 106 cells/flask and cultivated for 48 h
before the addition of 10 µg/ml actinomycin D (AmD). At
different times thereafter, cells were scraped, washed once
with phosphate-buffered saline, and immediately frozen
in liquid nitrogen for total RNA purification. For serum
stimulation, NIH 3T3 cells were made quiescent by 48 h
incubation in DMEM with 0.5% CS. Cultures were then
stimulated by re-feeding quiescent cells with 15% CS.
Cells were incubated further and collected at different
times as for AmD treatment. Data presented are means of
at least two independent cell cultures.
Primer design
Primers directed against different regions of the c-fos and
fosB genes (Fig. 1A) were designed with the Oligo 6.1 soft-
ware (Molecular Biology Insights), as detailed in [35].
Primer positions (Fig. 1B) were chosen to detect intron
sequences in the transcript population derived from c-fos.
For comparison, primers for quantitation of the two well-
defined forms of fosB transcript were also designed [9-11].
To obtain high specificity and performance, primers were
required to have high Tm (≥82°C), optimal 3'-∆G (≥ - 3
kcal/mol) value, and to be hairpin and duplex free. All
primer pairs produced amplicons of the predicted size
(Fig. 1C). All PCR products were further verified by nucle-
otide sequencing (ABI 377 DNA sequencer).
RNA preparations and reverse transcription
Total RNA was extracted by using Tri-Reagent™ (Sigma)
according to the manufacturer's protocol. Contaminating
genomic DNA was removed by DNase I (Ambion). RNA
quality was checked electrophoretically and quantitation
was made spectrophotometrically. Lack of DNA contami-
nation was confirmed by PCR amplification of RNA sam-
ples without previous cDNA synthesis. The standard RNA
was synthesized in vitro from a laboratory-engineered
DNA fragment containing a T7 polymerase-binding site,
by means of a commercial RNA transcription kit (Strata-
gene). cDNA was generated from 2 µg of total RNA from
each sample, using the M-MLV reverse transcriptase (Life
Technologies) and random hexamers (Invitrogen).
Real-time PCR
Real-time PCR reactions were performed in quadruplicate
by using 50 ng of cDNA template, 0.3 µM of each primer
(Fig. 1), 3 mM MgCl2, 250 µM of each dNTP, 0.75 units of
Platinum Taq DNA polymerase, and 1:100000 SYBR
Green I dye (Roche) in a volume of 25 µl. Reactions were
analyzed on an iCycler iQ Real-Time PCR System (Bio-
Rad). Cycling conditions were as follows: 2 min at 95°C
for the Platinum Taq activation and 40 cycles for the melt-
ing (15 s, 95°C) and annealing/extension (30 s, 70°C)
steps. Replicate PCR reactions generated highly reproduc-
ible results with SEM <10% of the mean (<1% for thresh-
old cycle) [see Additional file 5]. No primer-dimers were
detected. Primers used for absolute quantitation of c-fos
and fosB transcripts showed optimal (~100%) PCR effi-
ciencies in the range of 20 to 2 × 105 pg of total RNA input
with high linearity (r > 0.99) [see Additional file 6]. An
absolute calibration curve was constructed with an exter-
nal standard in the range of 102 to 109 RNA molecules [see
Additional file 5]. The number of transcript molecules was
calculated from the linear regression of the standard
curve, as described previously [16] and exemplified in
Additional file 5. The amount of c-fos mRNA molecules
lacking intron 3 was estimated by subtracting the mole-
cules with intron 3 (determined with E3U-I3L) from the
total molecule number (determined with E3U-E4L). Sim-
ilarly, the amount of mRNA molecules coding for ∆FosB
was estimated by subtracting the molecules for the full-
length FosB (determined with I4U-I4L) from the total
molecule number (determined with E4U-E5L) (Fig. 1).
Immunoaffinity purification of c-Fos proteins
Rabbit polyclonal Ab (Calbiochem, PC05) against the N-
terminal region (aa 4–17) shared by the full-length and
the putative truncated c-Fos protein were coupled to cya-
nogen bromide (CNBr)-activated agarose (Sigma C9142)
following the manufacturer's recommendations. NIH 3T3
cells were cultured as described above. The accumulation
of c-Fos proteins was promoted by 30 min serum stimula-
tion. The cells were harvested and then lysed in 150 µl of
buffer A (50 mM Tris-HCl pH7.4, 150 mM NaCl, 0.03%
Tween 20, 0.4 mM Na3VO4, 0.4 mM EDTA, 10 mM NaF,
10 mM sodium pyrophosphate, 10 µg/ml aprotinin, 10
µg/ml leupeptin, and 1 mM phenylmethylsulfonyl fluo-
ride), by using a polypropylene pestle for microcentrifuge
tubes mounted in a cordless motor and 4 cycles of freez-
ing in liquid nitrogen and thawing at room temperature.
The cell lysate was centrifuged at 16000 × g for 10 min at
4°C. The resulting supernatant (crude extract) was
applied to the immunoaffinity column, which was then
washed extensively with buffer A. The bound proteins
were eluted with two volumes of 100 mM glycine-HCl
(pH 2.8). The eluate from the immunoaffinity column
was neutralized with NaOH for Western blot analysis as
described below.
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Western blotting
Proteins were separated on 12% sodium dodecyl sulfate
(SDS)-polyacrylamide gel and transferred onto Hybond-P
PVDF membrane (Amersham Biosciences) by electroblot-
ting. Membranes were blocked with 2% non-fat milk
powder in TTBS (25 mM Tris-HCl pH 7.6, 150 mM NaCl,
0.03% Tween-20) for 4–5 h at room temperature and then
incubated overnight with 1:250 of primary Ab (Anti-c-
Fos, Calbiochem PC05) in blocking buffer at 4°C. After
washing the blots with blocking buffer, the membranes
were incubated with 1:4000 of a secondary anti-rabbit IgG
Ab (Sigma, A9169) to which horseradish peroxidase had
been covalently coupled. Blots were developed using the
ECL-Plus kit (Amersham Biosciences) following the man-
ufacturer's instructions. The membranes were stripped by
washing 30 min in stripping buffer (0.2 M glycine pH2.5,
0.1% SDS) at room temperature and reprobed with
1:2000 of anti-GAPDH Ab (Santa Cruz Biotechnology, sc-
25778) for control loading.
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Additional file 1
Empirical and theoretical decay of c-fos transcript. Various theoretical 
decays were generated under the assumption that the c-fos-2 transcript is 
merely a splicing intermediate and therefore the molecule number of c-fos 
might increase on behalf of c-fos-2 in a time-dependent manner in the 
presence of the transcription inhibitor AmD. Theoretical data are com-
pared with experiment results shown in Fig. 4.
Click here for file
[http://www.biomedcentral.com/content/supplementary/1471-
2199-8-83-S1.doc]
Additional file 2
Confirmation that the ~23-kDa band detected by Western blot is not the 
primary Ab light chain. The E-30 eluate was subjected to inmunoblot 
analysis as described in Fig. 8. The ~23-kDa band was not detected when 
using only the secondary Ab, excluding the possibility that this band might 
be anti-cFos Ab light chains leaching off the immunoaffinity column.
Click here for file
[http://www.biomedcentral.com/content/supplementary/1471-
2199-8-83-S2.ppt]
Additional file 3
Confirmation that the ~23-kDa band detected by Western blot is not a 
non-specific protein co-purified with the rabbit anti-cFos Ab. c-Fos pro-
teins were partially purified by immunoaffinity chromatography as 
described under "Methods" for the experiment in Fig. 8. The exception 
was that the rabbit polyclonal anti-cFos Ab (Calbiochem, PC05) was cou-
pled to N-hydroxysuccinimide (NHS)-activated (instead of to CNBr-acti-
vated) Sepharose (Amersham Biosciences 28-903-28). Western blotting 
was as described under "Methods", except for the primary (mouse mono-
clonal anti-cFos; Calbiochem OP17) and secondary (anti-mouse IgG; 
Sigma A9917) Ab. The immunogen used to generate the mouse anti-cFos 
Ab was a synthetic peptide corresponding to aa residues 128–152 (trans-
lation of the c-fos-2 transcript predicts the synthesis of a truncated protein 
169 aa long). For other details see the Fig. 8 legend.
Click here for file
[http://www.biomedcentral.com/content/supplementary/1471-
2199-8-83-S3.ppt]
Additional file 4
Comparison between poly(A)+ and overall RNA populations. Total RNAs 
from NIH 3T3 cells treated as in Fig. 4 were retrotranscribed with ran-
dom hexamers (see "RNA preparations and reverse transcription" subsec-
tion of "Methods") or anchored oligo(dT)primer (5'-T20VN-3') 
(Invitrogen). A) Overall (solid symbols) versus poly(A)+ (open symbols) 
decay rate of c-fos-2 (circles) and c-fos (triangles) transcripts, respec-
tively. B) Starting amounts (100% at time 0 min) of c-fos and c-fos-2 
transcripts.
Click here for file
[http://www.biomedcentral.com/content/supplementary/1471-
2199-8-83-S4.ppt
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Proteomics in free-living Mus spretus to
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We evaluated the suitability of high-throughput proteomic methods to monitor terrestrial eco-
systems. Free-living Mus spretus from three sites along the “Domingo Rubio” (DR) stream were
compared with mice from Doñana Biological Reserve (“Santa Olalla” lagoon (SOL) negative
control), using specimens from an industrial settlement (phosphogypsum stacks (PS)) and rice
fields (“Matochal” rice fields (ARZ)) as positive controls. Our 2-DE analysis showed 36 spots with
significantly altered expression. Sixteen were identified by MALDI-TOF-PMF and peptide
matching with Mus musculus databases. Identified proteins play different roles: cytoskeletal
dynamics, proteolysis, biotransformation, oxidative-stress adaptation, and metabolism. Animals
from different polluted environments showed contrasting differences in their proteomes, with
specific increases and decreases in selected groups of proteins that seem to be co-ordinately
regulated. Proteomic data were consistent with metal biomonitoring and conventional bio-
marker responses, indicating that DR (and PS/ARZ) animals sustained a heavier pollutant bur-
den than SOL specimens and suffered a chronic oxidative stress. Whereas some protein expres-
sion differences may protect mice from pollutant toxicity, others should make them more sus-
ceptible. Transcript expression signatures agree with the documented lack of correlation between
mRNA and protein levels. Nonetheless, a positive significant correlation was found between the
gpx1 mRNA molecules and the intensity of one of the two identified GPX1 isospots.
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1 Introduction
Biomarkers provide evidence of exposure/effect to pollutants
in bioindicators. Many biochemical indices have been used
in environmental studies, e.g., acetylcholinesterase inhibi-
tion, biotransforming/antioxidative enzyme induction and
damages to biomolecules [1, 2]. Conventional biomarkers are
suggested a priori by their known biological roles and they
are somehow biased in pollution assessment. Conversely,
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proteomics is a powerful tool in environmental studies with
the potential for identifying novel biomarkers and acquiring
insight into toxicity mechanisms.
The proteomic approach to environmental toxicology [3,
4] is still at an early developmental stage. One reason is that
most popular bioindicators are poorly represented in pro-
tein/gene sequence databases, hindering the identification
of differentially expressed proteins via the high-throughput
MALDI-TOF-PMF analysis. This can be circumvented by de
novo sequencing by ESI-MS/MS [5, 6]. However, this analyti-
cal method is expensive, time-consuming, and too complex
for routine biomonitoring. An alternative approach would be
to use as sentinels, species close to model organisms that are
consequently well represented in sequence databases.
The mouse is the best-known vertebrate model organism
and Mus spretus the best characterized aboriginal species.
This nonprotected rodent attains high population densities,
typically inhabits marshlands, and feeds on plants, seeds and
insects around its burrow. M. spretus has proved to be a use-
ful sentinel species in monitoring programs at Doñana
National Park, through the use of different biometric, cyto-
genetic, and biochemical biomarkers [2, 7, 8]. Additionally,
we recently demonstrated that absolute transcript expression
profiling of selected genes is a suitable novel bioassay to
assess the exposure/effects of pollutants in M. spretus [9]. To
this end, specific primers were designed based on gene
sequences from Mus musculus (classical inbred laboratory
species). Remarkably, these primers, when amplified in M.
spretus, gave single products exhibiting in many cases 100%
nucleotide sequence identity with M. musculus.
This work evaluates the usefulness of proteomic meth-
odologies, i.e., 2-DE separation, up/down-regulated protein
quantification and identification by MALDI-TOF-PMF, for
routine monitoring of terrestrial ecosystems using M. spretus
as bioindicator. The rationale of this approach rests on: (i) the
remarkably little proteomic work performed with mammals
from natural ecosystems [3, 4], (ii) the relatively high gene
sequence homology between the aboriginal and the model
mouse species, as suggested by our own previous studies [9–
11], and (iii) the fact that though control of mRNA levels is
crucial in regulating protein production in mammals, major
end-points are protein levels and activities. Animals were
sampled at six sites with different pollution status. Metal
analysis, biochemical assays, and transcript level quantifica-
tions were carried out to assist the interpretation of prote-
omic data.
2 Materials and methods
2.1 Sampling areas and animal trapping
Mice were collected in February 2004 at six sites (Fig. 1).
Animals were captured with live-traps [2] and taken alive to
the nearest laboratory (Huelva University or Doñana), where
their sex and weight were determined. Mice of 11–12 g were
killed by cervical dislocation and dissected. Individual livers
and kidneys were frozen in liquid N2 and stored at –807C.
The Córdoba University Animal Ethics Committee approved
the investigation.
Figure 1. (A) Studied area in
Spain. (B) Closeup view of
Huelva province and location of
DR stream, and SOL and ARZ
sites. (C) Closeup view of Huelva
Estuary and location of PS, DR1,
DR4, and DR6 sites. Inset Table:
UTM coordinates and number
and sex of mice captured in 2004
campaign.
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2.2 Reagents, cell-free extract preparation, and 2-DE
analysis
Analytical quality chemicals and Milli-Q water (Millipore®)
were used. Around 50 mg of livers from four male mice/site
(Fig. 1) were pooled and homogenized in 20 mM Tris-HCl,
pH 7.6, with 0.5 M sucrose, 0.15 M KCl, 20 mM DTT, 1 mM
PMSF, and protease inhibitors (AEBSF, E-64, bestain, leu-
petin, aprotinin, EDTA), at a ratio of 3 mL/g. Cell debris were
cleared by centrifugation (14 0006g, 15 min), and the
supernatant treated with benzonase and ultracentrifuged
(100 0006g, 60 min) as described [6]. Protein extract
(115 mg) was incubated 30 min in 450 mL rehydration buffer
(7 M urea, 2% CHAPS, 20 mM DTT, 0.5% Pharmalyte 3–10,
bromophenol blue traces), spun (14 0006g, 10 min) and
loaded on 24 cm (pH 4–7) Amersham Immobiline Dry-
Strips®. After 6 h passive and 6 h active (50 V) rehydration in
a BioRad Protean IEF cell (207C, 50 mA/strip), the voltage was
raised to 500, 1000, 2000, and 4000 V in 90 min linear, and to
8000 V in 120 min. The sample was maintained at 8000 V
until 60 000 V?h (,4 h). After freezing at –807C, the strips
were soaked 20 min in equilibration mix (50 mM Tris-HCl,
pH 8.8, 6 M urea, 30% glycerol, 2% SDS, bromophenol blue
traces) with 65 mM DTT, drained and again soaked 20 min
in this mix with 25 mM iodoacetamide. SDS-PAGE was done
in 12.5% gels using the BioRad Protean® Plus Dodeca cell
(207C) at 2.5 W/gel, 10 min, and 10 W/gel until separation
was finished [6]. Gels were silver-stained following a protocol
compatible with MS analysis [12].
2.3 Quantitative analysis of gel images
Gel images of three replicates/sample were obtained with a
BioRad GS-800 densitometer. Spot volumes, normalized by
the total volume of all valid and matched spots in a set of
gels, were quantitated using the PDQuest software (v7.1,
BioRad). Initially, only spots exhibiting in “Santa Olalla”
lagoon (SOL) an over/underexpression ratio of at least three-
fold with respect to any other sampling site were considered.
One-way analysis of variance followed by the Student–New-
man–Keuls post-test were then used for a definitive selection
of the spots showing altered expression patterns between the
different animal groups.
2.4 Protein identification
Differentially expressed spots were manually excised and
digested using a vacuum manifold and 96-well plates. Spots
were reduced (10 mM DTT), alkylated (55 mM iodoaceta-
mide), digested overnight at 307C with trypsin (Promega)
and the peptides extracted with ACN/TFA as described [6].
Samples were evaporated to dryness and redissolved in 5 mL
of 50% ACN, 0.1% TFA. Aliquots of 0.5 mL were analyzed by
MALDI-TOF-PMF in the 700–5000 Da range with a mass
accuracy of 50 ppm in a Voyager DE-PRO instrument
(Applied Biosystems) in reflectron mode at the CSIC-UAB
Proteomics Laboratory (Barcelona, Spain) [6]. A standard
peptide mixture was used for external mass calibration. If
trypsin autodigestion peptides were detected, internal cali-
bration was also performed. PMF data were contrasted
against mammalian sequences included at Swiss-Prot (Eu-
ropean Bioinformatics Institute, Heidelberg, Germany) and
nonredundant NCBI (Bethesda, MD, USA) databases using
ProteinProspector (California University, San Francisco, CA,
USA) and MASCOT (Matrix Science, London, UK) soft-
wares.
2.5 Western blotting
For 1-D gel electrophoresis, 10 mg of protein (same extracts
used for 2-DE proteome analysis) were separated in 12%
SDS-PAGE. For 2-DE, 10 mg of protein were separated by
IEF (first dimension) in 7 cm linear immobilized pH (4–7)
gradient strips (GE Healthcare) for 24 000 V?h. The pro-
teins were subsequently separated by size (second dimen-
sion) in 12% SDS-PAGE. Following the electrophoresis, the
proteins were transferred by electroblotting onto Hybond-P
PVDF membrane (GE Healthcare). Membranes were
blocked with 2% nonfat milk powder in TTBS (25 mM Tris-
HCl pH 7.6, 150 mM NaCl, 0.03% Tween-20) for 4–5 h at
room temperature and then incubated overnight in block-
ing buffer at 47C with specific polyclonal primary anti-
bodies: anti-TPIS 1:1000 (Proteintech, 10713-1-AP), anti-
OTC 1:500 (Atlas Antibodies, HPA000570), anti-METK1
1:20 000 (a generous gift of Dr. Fernando J. Corrales, Uni-
versidad de Navarra, Spain), or anti-GAPDH 1:15 000 (Santa
Cruz Biotechnology, Sc-25778). After washing the blots with
blocking buffer, the membranes were incubated with 1:4000
of a secondary antibody, antirabbit IgG (Sigma–Aldrich,
A9169) to which HRP had been covalently coupled. Blots
were developed using the ECL-Plus Western blotting detec-
tion system (GE Healthcare) following the manufacturer’s
instructions. The specific signals were exposed to Kodak X-
Omat AR films, scanned in a Molecular Imager GS-800
Calibrated Densitometer and analyzed using Quantity One
Analysis Software (BioRad).
2.6 Biochemical assays
The activities of Se-glutathione peroxidase (SeGSHPx), glu-
tathione transferase (GST), catalase (CAT), glucose-6-phos-
phate (G6PDH), and 6-phosphogluconate (6PGDH) dehy-
drogenases, and ethoxyresorufine-O-deethylase (EROD), and
the contents of malondialdehyde (MDA), reduced (GSH) and
oxidized (GSSG) glutathione, were assayed in individual
livers as detailed [2, 8]. Each analysis was determined in tri-
plicate and average values were calculated. Comparisons
were done by the Student’s t-test and the alternate Welch test.
No significant differences were found between males and
females, as reported [8].
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2.7 Element analyses and reagents
Reagents were analytical grade or Suprapur quality. Stock
solutions were Merck-certificate AA standards. Around
100 mg of kidney from each mouse were microwave digest-
ed with concentrated nitric acid, and analyzed in a Hewlett-
Packard 4500 ICP-MS instrument as described [8]. Detec-
tion limits (in ppb) were 7.85 (Fe), 0.88 (Cu), 0.56 (Mn), 0.39
(Pb), 0.18 (Se), 0.11 (Co), and 0.08 (As, Cd). Statistically
significant differences were established as for the biochem-
ical assays.
2.8 Absolute transcript quantifications
RNA preparation, reverse transcription, and primer design
were as detailed [9–11]. Absolute quantification by real-time
PCR was as described [11]. PCR reactions were performed in
quadruplicate. Transcripts amplified with optimal (,100%)
PCR efficiencies in the range of 20–26105 pg of total RNA
input and high linearity (r.0.99). An absolute calibration
curve was constructed with an external standard in the range
of 102–109 RNA molecules. The number of transcript mole-
cules was calculated from the linear regression of the stand-
ard curve [11]. Transcripts were quantified in three pooled
samples of total RNA from individual livers of three male
mice/site. Statistical differences were established as de-
scribed above for selection of proteins with altered expres-
sion patterns.
3 Results and discussion
This work assesses the potential of proteomics for routine
environmental biomonitoring. M. spretus was chosen as
bioindicator due to its presumed [9–11] high degree of pro-
tein sequence homology with M. musculus. The ecosystem
studied was the “Domingo Rubio” (DR) stream, a con-
taminated area in SW Spain (Fig. 1A). The stream flows into
the Tinto River before joining the Odiel River to form the
heavily polluted Huelva Estuary (Fig. 1C). The lower and
middle course are under tidal influence, receiving elements
of pyritic origin from the Tinto River and hazardous wastes
from the nearby chemical plants and petrochemical com-
plex. The upper course is more under the influence of
intensive agricultural activity, mostly strawberry crops. Mice
were sampled at three sites (lower DR course (DR1), medi-
um DR course (DR4), upper DR course (DR6)) along the DR
stream (Fig. 1C) and compared with specimens from a fur-
ther three sites, which were used as negative or positive con-
trols according to previous studies [1, 8, 9]. The SOL is a
nonpolluted area at the heart of Doñana National Park
(Fig. 1B). Conversely, the phosphogypsum stacks (PS) at the
Huelva Industrial Area (Fig. 1C) and the “Matochal” rice
fields (ARZ) near Doñana (Fig. 1B) are heavily polluted with
metals and/or pesticides. The biological interpretation of
environmental proteomic data is particularly challenging [3,
4]. Here, additional metal analyses, biochemical assays and
absolute transcript level measurements were performed to
assist this interpretation.
3.1 Element concentrations in mouse kidney
The pollutant load sustained by the mice captured at the dif-
ferent sites was evaluated taking as pollution indicator the
concentration of eight elements. Given the limiting amounts
of liver samples, quantifications were performed in kidney, a
highly irrigated organ not commonly used in protein
expression profiling or in biochemical assays. Except for Co
(below the detection limit of analytical method), the renal
concentrations of elements exhibited significant differences
between sites (Table 1). The lowest contents were quantified
in SOL population, highlighting its usefulness as negative
control. Similarly, the analysis confirmed PS and ARZ as
contaminated references [1, 8, 9]. Compared to SOL, all or
some of the elements were clearly concentrated in DR ani-
mals, the specimens dwelling at DR1 bearing a heavier load
than those at DR4 or DR6.
Overall, the renal contents of essential metals (e.g., Cu
and Mn) varied less than highly toxic metals (e.g., Pb and Cd),
in agreement with the idea that M. spretus levels of essential
elements are regulated by homeostatic mechanisms [8, 9].
Although Fe is essential, its overload produces free radicals.
Iron accumulation was characteristic of DR animals. Al-
though several sources may contaminate DR soils (Fig. 1),
one major Fe supply would be the Tinto River under high-
tide conditions. This may also apply to other elements,
explaining why DR1 animals presented higher renal quan-
tities than DR4 or DR6 specimens. Cadmium bioaccumula-
tion is higher than for most other metals, as it is assimilated
rapidly and excreted slowly. Cadmium was 20-fold con-
centrated in kidney of PS mice. Except for SOL population,
Cd was also high in animals from other sites, though differ-
ences at DR4 and DR6 were not significant because of inter-
individual variations. Lead is another toxic metal and typical
contaminant. Lead was 17-fold concentrated in kidney of
DR1 and DR4 mice and eight-fold in kidney of PS speci-
mens. At PS, Cd, and Pb probably leached from PS. ARZ
mice (another positive control) concentrated Cu, As, and Cd.
While Cu might derive, partly at least, from its use as algicide
in rice cultivation, As and Cd might be related to pollution
caused by the Aznalcollar mining spill [8]. Taken together,
our element biomonitoring data suggest that, as compared to
SOL, animals living at DR (as those at PS and ARZ) might be
at a higher risk of exposure to contaminants stemming from
the anthropogenic activities surrounding the sampling sites.
3.2 Conventional biochemical biomarkers
Eight biochemical parameters (Fig. 2) were assayed in the
liver of each mouse from the three DR problem sites and SOL
negative reference. The four males/site used for proteomic
studies were excluded from the analysis. Data are lacking
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Table 1. Element content in mouse kidney
Element
(ppm)
Sampling site
SOL PS DR1 DR4 DR6 ARZ
Cu 3.816 0.43a) 3.696 0.26 (b, c)b) 4.926 0.32 (a) 5.516 0.24 (a) 3.85 6 0.14 (b, c) 5.25 6 0.55 (a, d)
Mn 0.776 0.09 0.636 0.14 (b–d) 1.416 0.15 (a) 1.106 0.13 (a) 0.94 6 0.06 (b) 0.57 6 0.07 (b–d)
Se 0.386 0.04 1.466 0.27 (a, c) 1.396 0.08 (a) 0.616 0.14 (b) 1.46 6 0.06 (a, c) 0.35 6 0.06 (b, d)
Fe 23.26 1.3 74.66 40.7 (b, d) 249.76 44.1 (a) 105.36 21.7 (a, b) 374.16 64.1 (a, c) 27.3 6 4.1 (b–d)
As 0.106 0.04 0.246 0.11 0.646 0.15 (a) 0.146 0.06 (b) 0.37 6 0.07 (a, c) 1.00 6 0.14 (a, c, d)
Pb 0.136 0.04 1.006 0.32 (a–d) 2.276 0.21 (a) 2.236 0.39 (a) 0.05 6 0.05 (b, c) 0.21 6 0.05 (b–d)
Cd 0.046 0.01 0.826 0.24 (a, b) 0.196 0.07 (a) 0.326 0.22 0.31 6 0.16 0.29 6 0.06 (a)
a) Data are means 6 SEM from n mice (Fig. 1).
b) Significant differences are: a vs. SOL, b vs. DR1, c vs. DR4, and d
vs. DR6. Boldface numbers indicate sites different from SOL.
Figure 2. Biomarkers with
increased (upper row) or
decreased (lower row) respon-
ses in DR mice. Data are mean-
s 6 SEM from n mice (see Sec-
tion 3.2). Significant differences
are as follows: a vs. SOL, b vs.
DR1, c vs. DR4, and d vs. DR6.
(total or partially) in sites (PS and ARZ positive references)
where small numbers of mice were captured.
DR mice displayed ,6.5-fold higher SeGSHPx activity
than SOL specimens. Moreover, mice at DR presented
increased MDA levels (e.g., 6.0-fold in DR6) and/or %GSSG
(e.g., 3.0-fold in DR1 and DR4). A more oxidized glutathione
status correlated with lower total glutathione content, as
previously reported [2]. ARZ mice followed a similar pattern
to those of DR. Overall, these results indicate that animals
living at the contaminated sites suffer a chronic oxidative
stress. Many pollutants stimulate the generation of ROS [4],
like pro-oxidant metals (e.g., Cu, Fe, or Cd). SeGSHPx, MDA,
and %GSSG are highly discriminating biomarkers of metal
pollution in M. spretus [2]. Curiously, several activities
(EROD, GST, CAT, and G6PDH) decreased (not increased) in
some or all DR mice, though these changes were relatively
weak. Decreased enzymatic activities (e.g., G6PDH and CAT)
were previously reported in M. spretus dwelling at sites con-
taminated by toxic metals [2]. Enzyme inhibition or inactiva-
tion by pollutants was suggested as a plausible explanation
(see also discussion in Section 3.8.2.
3.3 Protein expression profiles in mouse liver
The livers of four male mice/site were randomly grouped.
Cytosolic fractions were prepared and differences in protein
expression analyzed by 2-DE. Over 2500 spots were resolved
in 4–7 pH range and 14–70 kDa Mr. The quantitative analysis
of the gels yielded 36 spots with significantly altered expres-
sion. The locations of these spots are indicated on a 2-DE
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master gel derived from the 18 gels run (Fig. 3). Sixteen spots
were identified by MALDI-TOF-PMF and database search
(Table 2 and later sections). The differentially expressed spots
were grouped in three categories: with the highest or the
lowest intensity in mice from all or part of DR sites, or with
the highest intensity at PS. Figure 4 shows closeup views of
the 16 identified spots in each studied site. Most identified
proteins were present in animals from all or most sites,
varying in spot volume, which can happen from an increase/
decrease in protein amount. Of note is the detection of two
“isospots”, i.e., isoforms into which a protein may split.
3.4 Identification of proteins with altered expression
profiles
Good matches were found for 44% of the 36 spots analyzed
by MALDI-TOF-PMF (Table 2). Identifications relied on 4
peptides matched. Searches were made against mammalian
database using major spectral peaks and matching errors
50 ppm. Most listed matches produced relatively good
MOWSE scores and high sequence coverage, i.e., 21% or
over [13]. The PMFs of 20 spots did not fit the criteria for
positive identification. This seems not to be due to low
abundance (compare the intensities of identified and un-
identified spots in Fig. 3). Differences in protein sequences
between M. spretus and M. musculus might explain why a
relatively large number of differentially expressed proteins
remained unidentified.
Observed Mr and/or pI values of ,2/3 of the identified
M. spretus proteins did not match well with the expected M.
musculus values, in agreement with a previous large-scale 2-
DE comparison of brain proteins from these mouse species
[14]. In that study, variants in the horizontal direction were
explained by mutations leading to amino-acid substitutions
involving charge changes. However, the vertical shifts were
mainly attributed to changes in protein conformation that
might affect the SDS/protein ratio or SDS-protein complex
shape, rather than to real Mr changes. Nonetheless, of note is
the vast difference between the experimental and expected
Mr values for ATG4B (23 vs. 44 kDa). This could be explained
by polypeptide fragmentation, which might be promoted by
chemical modification of certain residues [15]. The presence
of this spot in PS-contaminated mice and its absence in SOL
control mice (Fig. 4C) support this interpretation.
3.5 Data validation by Western blotting
To validate the results of the proteome analysis, Western blot
experiments were performed for one protein (TPIS) up-
regulated at DR sites, and two proteins (OTC and METK1)
showing the highest level at PS (see Fig. 4). Samples were
first analyzed by conventional 1-DE Western blotting. As
shown in Fig. 5A, this technique reproduced the altered
TPIS and OTC expression patterns seen by the proteomic
approach, although the METK1 expression changes were not
confirmed. In our effort to validate the expression profile of
METK1, we next considered to possibility of performing a 2-
DE Western blot. As shown in Fig. 5B, 2-DE immunoblotting
with anti-METK1 antibody revealed several electro-
phoretically distinguishable spots that migrated at a similar
apparent Mr and were thus not resolved by 1-DE Western
blot. According to Fig. 4C, a strong reduction in METK1
expression is expected in DR6 when compared to PS. The
spot with pI , 5 matched the proteomic results (see Fig. 3
and Table 2). However, our 2-DE immunoblotting suggests
that the situation can be more complex, since other METK1
isoforms were also detected. In contrast, only one immuno-
Figure 3. 2-DE master gel of
cytosolic liver proteins. The 36
spots excised for MALDI-TOF-
PMF analysis are encircled.
Identified proteins are indicated
by their Swiss-Prot entry name.
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Figure 4. Focal 2-DE gel images showing the differential expression of the 16
identified proteins. Spots with the highest or lowest volume at all or part of the DR
sites are shown in (A) and (B), respectively, and spots with the highest volume at
PS in (C). The number of identified spots among the total number of spots with a
particular expression profile is indicated at the top of each group. Spot volumes
(in arbitrary units) are given as mean 6 SEM from three gels/site, below repre-
sentative 2-DE gel sections. The arrows indicate the intense spots and the squares
the diffuse or practically absent spots. Numbers underlined and in boldface indi-
cate the sites with the highest volumes (A and C), and numbers in italics the sites
with the lowest volumes (B). Expression patterns of unidentified spots (Fig. 3):
overexpressed (0045, 1203, 1201, 1121, 2237, 3117, 4509, 4416, 6436) or under-
expressed (0110, 0026, 0117, 2125, 3111, 6403) at all or part of DR sites, or over-
expressed at PS (6117, 7231, 8129, 8234). Two other unidentified spots presented
the highest (3206) or lowest (9204) intensity at ARZ site.
reactive species of the expected pI was visualized by 2-DE
Western blot against OTC in PS. In agreement with the pro-
teomic and the 1-DE Western blot results, the OTC spot was
barely seen in DR6 sample.
3.6 Absolute transcript expression signatures
Alterations in protein profiles and/or activities may not
reflect alterations in gene expression at the transcript level.
The consistency between protein and mRNA levels was
investigated by quantifying the copy numbers of transcripts
encoding four of the proteins with altered expression profiles
(Table 3). Transcripts encoding metallothionein (MT) 1 and
2, and cytochrome (CYP) P450-1A2 were also quantitated,
since it is well-known that their hepatic levels increase in re-
sponse to different stimuli. Hence, mt1 and mt2 mRNAs are
induced by various elements (like Cd, Cu, As) and many
other substances [16], and cyp1a2 gene is typically activated
by dioxins and polycyclic or polyhalogenated aromatic
hydrocarbons [17]. The mice used for this investigation were
captured in March 2006, and were therefore different from
those used for protein expression profiling, biochemical
assays, and element analysis, though they possessed similar
phenotypes. Only male livers were analyzed since we pre-
viously observed sexual differences in the absolute levels of
different mRNAs in M. spretus [9]. The analysis was confined
to four sampling sites since an insufficient number of male
mice of ,12 g were captured at DR6 and ARZ in the 2006
campaign.
Significant alterations were found in the absolute
amounts of only one (gpx1) of the four investigated tran-
scripts, in agreement with the documented lack of correla-
tion between mRNA and protein levels due to post-tran-
scriptional regulations. Comparatively, the mt1, mt2, and
cyp1a2 mRNA levels significantly increased in mice dwelling
at the contaminated sites PS, DR1, and/or DR4, as expected
from their transcriptional regulation [16, 17]. Note that
putative increases in the corresponding MT-1, MT-2, and
CYP-1A2 protein levels could not be observed in our 2-DE
gels (4–7 pH, 14–70 kDa Mr).
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Table 2. Proteins identified by peptide mass fingerprints and database search
Accession no.
(entry name)a)
Matched protein Expression
patternb)
Mr (kDa)/pI
observed
MOWSE
score
Matched
peptides
Sequence
coverage (%)
Q9ERD7 (TBB3) Tubulin beta-3 chain A 35/5.38 4.086104 8 22.7
P17751 (TPIS) Triosephosphate isomerase A 22/5.62 2.846103 7 26.2
P11352 (GPX1) Glutathione peroxidase 1 A 22/6.76 6.526104 6 37.8
P11352* (GPX1*) Glutathione peroxidase 1* A 23/5.32 1.536104 5 37.8
Q9QXD6 (F16P1) Fructose-1,6-bisphosphatase 1 A 37/6.02 3.736107 11 40.9
Q8BH95 (ECHM) Enoyl-CoA hydratase,
mitochondrial [precursor]
B 27/6.72 2.566104 8 30.3
P35700 (PRDX1) Peroxiredoxin-1 B 22/6.33 9.666103 5 36.7
Q61171 (PRDX2) Peroxiredoxin-2 B 22/4.60 1.676104 8 41.0
O09131 (GSTO1) GST omega-1 B 30/6.65 1.536103 4 19.2
Q9DCQ2 (ASPD) Putative L-aspartate dehydrogenase B 31/6.67 1.156103 6 23.7
Q8BGE6 (ATG4B) Cysteine protease ATG4B C 23/5.63 1.486103 4 11.5
Q9QXF8 (GNMT) Glycine N-methyltransferase C 29/6.26 2.266104 5 21.6
P11725 (OTC) Ornithine transcarbamylase, mito-
chondrial [precursor]
C 30/6.76 3.056104 8 27.4
O08709 (PRDX6) Peroxiredoxin-6 C 21/6.50 6.16103 6 28.7
P54869 (HMCS2) HMG-CoA synthase, mitochondrial
[precursor]
C 36/6.20 1.156105 9 17.7
Q91X83 (METK1) Methionine adenosyltransferase 1,
alpha
C 36/5.03 5.886105 10 40.9
a) Swiss-Prot database.
b) Arbitrary expression patterns (see Fig. 4).
Table 3. Transcript levels in mouse liver
mRNA
(molecules/pg)
Sampling site
SOL PS DR1 DR4
gpx1 17 6 3a) 21 6 2 (b)b) 54 6 10 (a) 31 6 5 (b)
prdx1 1526 21 1436 2 1516 28 1456 21
prdx6 2806 57 2296 4 2166 2 1946 9
gsto1 1776 38 1856 2 1926 7 1796 3
mt1 6796 251 15736 206(a–c) 38416 385 (a) 22796 226 (a, b)
mt2 3396 134 5986 32 13246 326 (a) 11806 160 (a)
cyp1a2 48 6 15 1096 1 (a, b) 2136 19 (a) 1046 18 (b)
a) Data are means 6 SEM of mRNA molecules/pg total RNA from three pooled liver samples (see Section 3.6).
b) Significant differences are: a vs. SOL, b vs. DR1, c vs. DR4. Numbers underlined and in boldface indicate the
sites with the highest levels.
3.7 Changes in glutathione peroxidase 1
Protein identified as glutathione peroxidase 1 migrated in two
isospots (Fig. 3) at the same apparent Mr (,22 kDa) but dif-
ferent pI (6.8 and 5.3). Comparison with M. musculus values
(Mr 22 kDa, pI 6.7) suggests that the neutral spot (designed
GPX1) is the native protein while the acidic spot (GPX1*)
represents a modified form. Oxidation of Cys, His, or Lys and
phosphorylation of Ser, Tyr, or Thr residues are PTMs that
alter the intrinsic protein charge, giving rise to acidic iso-
electric variants. For instance, phosphorylation at two of the
seven susceptible sites in M. musculus GPX1 would decrease
1U its pI value. Most probably, GPX1* derives from a combi-
nation of modifications matching the charge change from 6.8
to 5.3. Notably, a positive significant (p = 0.03) correlation
(r = 0.92) was found between the GPX1 spot intensity and the
SeGSHPx activity (Fig. 4A vs. Fig. 2), in agreement with GPX1
being the major GPX isozyme in mouse liver [18]. Moreover,
this correlation was remarkably good (p = 0.003, r = 0.98)
when the intensity of the acidic GPX1* spot was added to that
of GPX1 for testing data for statistical significance, which
suggests that, at least partly, GPX1* is active.
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Figure 5. Western blotting of three proteins
showing altered expression profiles in proteome
analysis. (A) 1-D Western blots for TPIS, OTC,
and METK1. Numbers give the intensities of
protein signals normalized with GAPDH as inter-
nal standard. For OTC, P indicates the mitochon-
drial precursor and M the mature form. Quanti-
tations were made for the precursor (P) and total
(P1M) OTC forms. (B) 2-D Western blots for OTC
and METK1. The arrows indicate the positions of
the spots that were differentially expressed in
proteome analysis (see Fig. 3 and Table 2).
Next, we attempted to derive a quantitative relationship
between the gpx1 transcript levels and the GPX1 or GPX1*
spot intensities (Table 3 vs. Fig. 4A). A positive significant
(p = 0.04) correlation (r = 0.96) was found with GPX1 but not
with GPX1*. This indicates that the GPX1* expression pro-
file (contrarily to GPX1) is not associated with parallel
changes in the transcript amount of gpx1 gene, supporting
the idea that this variant most likely results from PTM.
3.8 Environmental relevance of proteins with altered
expression profiles
3.8.1 Proteins up-regulated at DR animals
Microtubules are polymerized forms of tubulin, a hetero-
dimer of a and b subunits. Tubulin is oxidatively modified
by ROS to form disulfide bridges, which are responsible
for the inhibition of microtubule polymerization. Tubulin,
like other cytoskeletal proteins, acts as a redox buffer to
protect sensitive biomolecules from oxidative damage [19].
TBB3 overexpression seems logical in the pro-oxidant state
of specimens dwelling at DR and ARZ (Fig. 2), in agree-
ment with previous proteomic studies [20]. Arsenic, a well-
known aneugen, inhibits microtubule assembly and indu-
ces tubulin depolymerization [21]. Therefore, increased
TBB3 levels should also protect animals with increased As
content, like those dwelling at DR1, DR6, and particularly
ARZ, against the genotoxic effect of this important pollu-
tant.
Key glycolytic enzymes, like phosphofructokinase, are
inactivated by oxidation [22]. Glycolysis arrest under oxida-
tive stress promotes glucose flux to the pentose phosphate
pathway to provide NADPH for antioxidant defenses. TPIS
interconverts dihydroxyacetone-P and D-glyceraldehyde-3-P
in the glycolysis and gluconeogenesis pathways, and the
pentose phosphate cycle. TPIS is a redox sensitive protein
but, contrarily to other glycolytic enzymes, it is highly resist-
ant to inactivation [23]. Conversely, F16P1, a key gluconeo-
genic enzyme catalyzing the opposite reaction to phospho-
fructokinase, is reversibly activated (not inactivated) by S-
thiolation [22]. Accordingly, upregulation of TPIS in DR and
ARZ animals and of F16P1 in DR6 specimens might denote
an environmental modulation of the carbohydrate/energy
metabolism to produce sufficient reducing power under low
GSH concentration and oxidized redox status conditions
(Fig. 2).
GPX1 is a major Se-containing antioxidant enzyme that
catalyzes the GSH-dependent removal of H2O2 and lipohy-
droperoxides. Oxidants up-regulate GPX1 activity by indu-
cing, partly at least, the transcription of gpx1 [18]. Proteomic
analyses also reveal changes in GPX1 abundance under
diverse oxidative stress-related conditions [24]. Thus, upreg-
ulation of GPX1 at DR indicates an adaptive response to oxi-
dative stress, in agreement with the oxidized redox state of
specimens dwelling at these sites (Fig. 2). GPX1 was addi-
tionally identified as a lower pI isospot (GPX1*). Both iso-
forms were inversely expressed: GPX1 was mainly over-
expressed in DR1 and DR6 animals and GPX1* in DR4 and
PS specimens. To our knowledge, the acidic isoform has not
been previously described. Evidence presented here suggests
that GPX1* derives from PTM of GPX1, retaining, partly at
least, its activity. The lowest GPX1 spot volume was quanti-
tated in mice dwelling at the SOL negative reference. The
presence of GPX1* in SOL animals suggests that this acidic
modification presumably relates to normal endogenous me-
tabolism, though its formation may be increased in speci-
mens living at certain contaminated environments, like
those at PS and DR4.
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3.8.2 Proteins down-regulated at DR animals
Oxidants modify proteins leading to loss of function and
enhanced degradation. Many proteins, including CAT and
G6PDH, show increased proteolytic susceptibility following
exposure to various oxidants [25]. Imbalance between protein
synthesis and proteolysis might explain, at least partly, the
decreased expression of ECHM, PRDX1, PRDX2, GSTO1,
and ASPD in DR animals, in agreement with their dimin-
ished CAT and G6PDH activities and increased oxidative
injury (Fig. 2).
ECHM pertains to mitochondrial b-oxidation pathway.
ECHM displayed the highest intensity in SOL specimens,
but was undetected in contaminated DR and ARZ mice sug-
gesting an impaired lipid metabolism. Previous proteomic
studies show that ECHM level is largely reduced in hepato-
cellular carcinomas [26]. ECHM gene expression is also sig-
nificantly down-regulated in METK1 deficient mice, in
agreement with their predisposition to hepatic injury and
malignant transformation [27]. Interestingly, the decreased
expression of ECHM in DR and ARZ mice is consistent with
their relatively low levels of METK1 (Fig. 4C). It has also been
reported that ROS inhibit the mitochondrial import of cyto-
solically synthesized preproteins, which, in turn, leads to
their accelerated degradation and eventual decay [28]. Thus,
decreased level of the ECHM precursor (and to a lesser extent
of HMCS2, Fig. 4C) might be partly due to the inhibition of
its mitochondrial import under the oxidizing conditions of
DR and ARZ mice.
Peroxiredoxins (PRDXs) are small, abundant thiol-spe-
cific enzymes that catalyze degradation of H2O2 and other
peroxides. PRDX1 and PRDX2 are typical mammalian 2-
Cys PRDXs, which under normal conditions regulate H2O2-
mediated signaling, but, upon oxidation, they switch from
low Mr peroxidase species to high Mr chaperone complex
[29]. Oxidized 2-Cys PRDXs can be recovered by sulfiredox-
ins in a slow process that requires GSH or thioredoxin [30].
A proteomic approach has identified PRDX1 as an early
protein target of oxidative damage. Under high oxidative
stress, native PRDX1 almost completely disappears due to
rapid and uncompensated irreversible inactivation by oxi-
dation [20].
GSTs play significant roles in both the detoxication and
bioactivation of xenobiotics. The novel omega-class is
involved in reduction reactions not catalyzed by other GSTs.
Therefore, GSTO1 reduces toxic a-haloketones to nontoxic
acetophenones [31]. Conversely, in the biotransformation of
inorganic As, GSTO1 reduces arsenate, mono-
methylarsonate, and dimethylarsinic acid to highly toxic
13As species [32]. In short, animals with decreased GSTO1
level should be protected from As toxicity, like those dwelling
at DR1 and DR6 (Table 1). In contrast, ARZ mice should be
at high risk, considering their ten-fold higher renal As con-
tent than SOL specimens. Nonetheless, the implication of
GSTO1 in a-haloketones detoxification predicts that ARZ
mice, with high GSTO1 levels, should be protected against
the deleterious action of these chemicals, which have many
uses and exposure avenues, like intensive agriculture activity
[31].
ASPD is a putative L-aspartate dehydrogenase, which in
Thermotoga maritima catalyzes the first step in the de novo
NAD biosynthesis from L-aspartate [33]. Although conserved
from bacteria to mammals, its functional role in mouse
remains unknown. If ASPD were actually involved in NAD
synthesis, a decreased level would be detrimental for animals
under oxidative stress conditions, like those at DR1 and DR4.
3.8.3 Proteins up-regulated at PS animals
The PS-exclusive spot identified as ATG4B probably derives
from fragmentation of the native protein. ATG4B is a novel
Cys protease essential for autophagy [34]. Increased ATG4B
degradation in PS animals might negatively affect the
numerous biological processes in which autophagy plays a
critical role, like control of the up-regulated cell growth
associated with tumor development [34].
S-adenosylMet (SAM) is an essential cell metabolite and
a key molecule in liver homeostasis [27]. METK1 catalyzes
SAM biosynthesis from Met and ATP. SAM methylates
many acceptors with the concomitant production of S-ade-
nosylhomoCys (SAH), including Gly in the GNMT-catalyzed
reaction. SAH is then hydrolyzed to homoCys, a crucial
branch point in Met metabolism. HomoCys can be recycled
to Met or, by entering the transsulfuration pathway, can form
Cys required for GSH biosynthesis [35]. GNMT regulates
tissue concentrations of SAM and, hence, SAH. SAM indu-
ces GNMT at both mRNA and protein levels [36]. GNMT
upregulation is concomitant with that of METK1 and other
Met metabolic enzymes [35]. In addition to this metabolic
role, GNMT binds to benzo[a]pyrene, counteracts its effects
on liver bioactivation and prevents subsequent cytotoxicity by
this prototypical PAH [37]. Concomitant overexpression of
METK1 and GNMT in PS mice could reflect an increased
hepatic flux of Met to the transsulfuration pathway [35] as a
mechanism to combat the oxidative stress that might gen-
erate some of the contaminants (like Cd) present in the area.
Overexpression of GNMTmight additionally protect PS mice
from BaP and related environmental hepatocarcinogens.
Ammonia, derived mainly from amino acid catabolism,
is toxic to animals and must be excreted through its conver-
sion into urea. Increased protein intake and starvation up-
regulate all the urea cycle enzymes [38]. OTC catalyzes the
second reaction of urea cycle. Hepatocyte nuclear factor 4a
(HNF-4a) is critical for urea homeostasis by direct regulation
of OTC gene [39]. Peroxisome-proliferator-activated receptor-
g coactivator-1a (PGC1a) plays a prominent role in energy
and carbohydrate metabolism. PGC1a is up-regulated under
different physiological stimuli. In liver, PGC1a gene expres-
sion is induced markedly in response to fasting [40]. PGC1a
up-regulates the OTC gene by coactivating HNF-4a [41]. In
liver, PGC1a is also capable of inducing several genes of
ketogenesis [42]. Accordingly, the concomitant upregulation
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of OTC and HMCS2 (involved in ketogenesis) might reflect a
metabolic adaptation to dietary glucose shortage and/or
increased protein intake of animals living at the PS site.
Like GPX1, PRDX6 is a critical antioxidant enzyme that
uses GSH to reduce H2O2 and lipid hydroperoxides [43].
Upregulation of this Se-independent peroxidase in PS and
ARZ mice might compensate their relative low GPX1 levels
(Fig. 4A) to counteract ROS-mediated damage. This could be
particularly relevant for specimens with low Se concentra-
tion and high lipid peroxidation, like those dwelling at ARZ
site. PRDX1 and PRDX2 utilize thioredoxin (not GSH) as
physiological reductant. Whereas PRDX6 operates as an
antioxidant enzyme, other PRDXs may have their major role
in intracellular signaling [43]. Contrarily to PRDX6, PRDX1,
and PRDX2 were down-regulated at DR and ARZ mice (see
discussion above).
4 Concluding remarks
This work demonstrates the successful application of 2-DE
protein separation and high throughput MALDI-TOF-PMF
analysis in assessing the biological effects of polluted terres-
trial ecosystems on inhabitant M. spretus mice. Spot identifi-
cation relied on peptide matching with available sequence
databases from M. musculus, a model mouse species that
separated from M. spretus ,3 million years ago. Our study
revealed contrasting differences in the proteome of animals
dwelling at different polluted environments, with specific
increases and decreases in selected groups of proteins and
changes that seem to be co-ordinately regulated. Identified
proteins were sorted into different cell functions: axonal
transport and cell division, autophagy-related proteolysis,
biotransformation, adaptation to oxidative stress, and central
pathways of glucid, fatty acid, amino acid, methyl, and urea
metabolism. Importantly, whereas some of the observed
protein expression changes may protect mice from the toxic
effects of pollutants, others would make the animals more
susceptible. Finally, note the usefulness of additional infor-
mation (animal element contents, biochemical biomarker
responses and absolute mRNA expression signatures) to
assist the biological interpretation of environmental prote-
omic data.
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The oxidation and reduction of cysteine thiols are thought to be a major mechanism for
redox regulation. The aim of this study was to identify proteins with reactive thiols and
determine their oxidation profiles under oxidative stress induced by simultaneous
silencing of antioxidant defences (peroxiredoxin-1, peroxiredoxin-3, and the catalytic
subunit of the glutamate-cysteine ligase), and/or treatment with glucose oxidase (GO).
Using an approach that combined the labelling of reversibly oxidised cysteines, 2-DE
protein separation and MS analysis, we identified 26 proteins with cysteines prone to
reversible oxidation belonging to different functional classes. Among these proteins are
those that have not been previously recognised as reversible oxidation targets, including
cytoplasmic aspartate aminotransferase, proteasome subunit alpha type-6, heterogeneous
nuclear ribonucleoproteins isoA2/B1 and A/B, and histidine triad nucleotide-binding
protein 1. We provide the first evidence of reversible oxidation for specific cysteines,
including Cys112 and Cys146 in glutamate dehydrogenase 1, Cys17 in actins, Cys5 in protein
disulfide-isomerase A3, and Cys267 in the heat shock cognate 71 kDa protein. Silencing
induced lower oxidative stress than GO treatment. Nevertheless, we detected some proteins
particularly sensitive to oxidation by silencing. We hypothesised that these proteins may
play a role in regulatory mechanisms by redox stress.
© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction
Cells produce reactive oxygen species (ROS), such as hydrogen
peroxide (H2O2), hydroxyl radical (OH•), superoxide anion (O2−•),
and nitric oxide (NO) as a consequence of aerobic life. ROS can
react with, and thus damage, virtually all biological molecules,
including DNA, RNA, lipids, carbohydrates and proteins. High
ROS levels are associated with cell death and pathological
conditions due to excessive damage inflicted in cellular macro-
molecules [1]. Despite thenegative effects attributed toROS, they
also play an important physiological role in signalling pathways
regulating cell proliferation, differentiation, and transcription
factor activation [2].
Mammalshavea collectionof oxidativedefences that regulate
the steady-state levels of ROS. These defences include peroxi-
dases that reduce H2O2 to water, such as catalase, glutathione
peroxidases (GPXs) and peroxiredoxins (PRDXs). Catalase is
exclusively located in peroxisomes but GPXs and PRDXs have
isoforms that are distinguishable by their substrate specificity
and tissue and subcellular distribution. NADPHdonates electrons
for the catalytic reduction of peroxides by GPXs and PRDXs
via glutathione-glutathione reductase and the thioredoxin-
thioredoxin reductase system, respectively [3,4].
Proteins are likely a major target of ROS because of their
abundance in most biological systems and their high rate
reaction constants [5].The sulfhydryl groups of proteins (P–SH)
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play an important role in their structure and function and in the
modulation of enzymatic activity and cellular signalling events.
Although cysteine is one of the least abundant amino acids in
proteins [6], the concentration of P–SH groups in cells (which,
when taken together, is in the range of 10 to 30 mM), is
greater than that of glutathione (1–10 mM) supporting the role
of P–SH groups as cellular redox buffer (reviewed in Ref.
[7]).The recognition that posttranslational modifications of thiol
groups in cysteine residues can acts as redox switches control-
ling enzyme activity, turnover rate or targeting to subcellular
locations has increased interest in studying these protein
residues [8,9]. While all P–SH groups are potential ROS oxidation
targets, a subset of these groups become more reactive because
of their lower pKa, which is attributable to the local charge
environment that makes it possible for them to exist as thiolate
anions (P–S−) at physiological pH [10]. P–SH oxidation and
reduction is thought to be the major mechanism by which
reactive oxidants integrate into cellular signal transduction
pathways. P–SH groups are well suited as targets because
cysteine residues are sensitive to oxidation, and changes in
enzymatic activity or binding characteristics due to oxidation
provide amechanism for transmission of the signal. However, to
meet signalling criteria, the preferential oxidation of specific
proteins is needed, and the process shouldbe fast and reversible.
Allmechanismsproposed thus far for redox regulation are based
on the reversible oxidationof particularly reactive thiols [11]. The
main goal of this study is to identify proteins bearing redox-
sensing thiols.
Thiols may form sulfoxidation products such as sulfenic
(SOH), sulfinic (SO2H) or sulfonic (SO3H) acids, and different types
of disulfides including inter- or intra-protein disulfides (P–S–S–P)
and protein-glutathione mixed disulfides (P–S–S–G). Some
oxidised forms, such as disulfides, sulfenic acids and, in some
cases, sulfinic acids [12], are reversible and suitable for partici-
pation in cellular redox regulation, whereas over-oxidation
to irreversible sulfonic acids requires protein re-synthesis to
restore protein function. Sulfenic acid derivatives are highly
unstable, rapidly undergo oxidation to sulfinic or sulfonic
acids, and react with thiols to form disulfides. Thus, although
sulfenic acids may be the initial form of oxidative modifica-
tion for many proteins, P–S–S–G is likely the more stable
intermediate in redox signalling [13].
Previous studies [14,15] have shown that most protein
thiols are reduced and become oxidised during the prepa-
ration of cellular extracts for 2-DE. For these reasons, these
studies found it difficult to detect losses in the number of
reduced thiols following oxidative treatments, highlighting
the advantages of alternatively investigating changes in the
pattern of oxidised thiols. Accordingly, we monitored oxidised
thiols using a proteomic methodology [15] that combines
conventional separation and protein identification techniques
(2-DE and MS) with specific oxidised thiol labelling. The
procedure involves the blocking of native reduced thiols with
N-ethylmaleimide (NEM) to avoid oxidation associated with the
protein extraction procedure followed by the reduction of
oxidised thiols with DTT and subsequent labelling by tagging
with 5-iodoacetamidofluorescein (IAF). Therefore, the method
employed detects only oxidised thiol groups that are restored by
DTT treatment, i.e. inter- and intra-molecular protein disulfides
(P–S–S–P) and protein-glutathione mixed disulfides (P–S–S–G).
Here, proteins having thiol groups prone to reversible
oxidation were identified in mouse hepatocarcinoma Hepa1–6
cells under oxidative stress conditions that were promoted by
simultaneously silencing genes encoding the two major 2-Cys
PRDXs (cytosolic PRDX1 and mitochondrial PRDX3) and the
catalytic subunit of the glutamate-cysteine ligase (GCLC) that
controls the rate-limiting step in the glutathione biosynthesis
and/or by treatment with glucose oxidase (GO), a well-known
generator of hydrogen peroxide.
2. Materials and methods
2.1. Materials, chemicals and siRNA
Disposable cell culture materials were purchased from Nunc.
Chemicals were purchased from Sigma-Aldrich, and unless
otherwise stated, they were of analytical grade or better. The
siRNA molecules were synthesised by Ambion. The PRDX1
siRNA sequence targeted to exon 2 has previously been
described [16]: UUCAAAGAUAUCAGCCUAAtt (sense), UUAGG
CUGAUAUCUUUGAAtt (antisense). The PRDX3 and GCLC siRNA
sequences, targeting exon 2 and exon 3, respectively, were
obtained from the online Ambion siRNA library (ID numbers
59984 and 158739) and had the following sequences: PRDX3,
GGAAAGUCAGCCUUUAGCAtt (sense) and UGCUAAAGGCUGAC
UUUCCtt (antisense) and GCLC, CGAUGUCUGAGUUCAACACtt
(sense) and GUGUUGAACUCAGACAUCGtt (antisense). A scram-
bled siRNA sequence lacking significant homology to any known
gene sequences in mice (Silencer Negative Control #1 siRNA,
Ambion) was used as the negative control (scr). All siRNAs were
provided in a freeze-dried, preannealed, HPLC-purified form.
They were resuspended in diethylpyrocarbonate deionised H2O
to obtain a stock solution at a concentration of 50 μM that was
stored at −80 °C in 100 μl aliquots until required.
2.2. Cell cultures, transient transfections and GO treatments
Hepa1–6 cells (ATCC: CRL-1830) were cultured in Dulbecco's
modified Eagle medium (DMEM, Sigma-Aldrich, D5671)
supplemented with 10% foetal bovine serum (Invitrogen,
10270‐088), 2 mM glutamine (Invitrogen, 25030–024), 100
units ml−1 penicillin and 100 μg/ml streptomycin (Invitrogen,
15140‐122). The cells were incubated at 37 °C in a 95%
humidified atmosphere containing 5% CO2 and used when
they reached 70–75% confluence.
Transient transfection of siRNAs was performed using
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, 11668‐019) according to the
manufacturer's protocol. Briefly, approximately 8×105 cells
were plated in 75 cm2 culture bottles and allowed to adhere
overnight in normal culture media without antibiotics. For each
75 cm2 bottle, 40 μl of Lipofectamine was incubatedwith 2 ml of
Opti-MEM reduced serum media (Invitrogen, 31985‐047) for
15 min. Annealed double stranded siRNAs (50 μM stock) were
added to a separate aliquot of 2 ml of Opti-MEM to give a final
siRNA concentration of 15 nM. Both mixtures were combined
and incubated for 15 min at room temperature. Themedia in the
culture plateswas changed to 10 ml of Opti-MEMmedia, and the
siRNA-transfection agent complexeswere addeddropwise. After
7 h incubation, the transfection mix was removed and replaced
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with 10 ml of normal culture media without antibiotics. Forty-
eight hours after transfection, the cells were harvested, washed
with PBS (Sigma-Aldrich, D8537), collected using a cell scraper
and centrifuged at 1500 g for 5 min. The supernatant was
discarded, and the cells were transferred to 1.5 ml tube and
washed twice with PBS followed by centrifugation (30 s at
12,000 g). The pellet was immediately frozen in liquid nitrogen
and stored at −80 °C until further use.
Where indicated, GO (Sigma-Aldrich, G7141) in phosphate
buffer (final concentration: 30 U/ml) was added at the end of the
transfection period. The cells were treated with GO for 4 h and
processed as described above. This time of treatment was
selected based on preliminary experiments in which GO
exposure lasted for 2 to 6 h and the transcript amounts of
genes known to be inducible by oxidative stress, cell cytotoxicity
and intracellular ROS generationwere quantified as indicators of
the oxidative stress degree (data not shown).
2.3. Absolute transcript quantification by real-time RT-PCR
Primers (Supplementary File 1) were designed using theOligo 6.1
software (Molecular Biology Insights), as previously described
[17]. All PCR products were further verified by nucleotide
sequencing. RNA preparation, reverse transcription and real-
time PCR were performed as described in Ref. [18].The absolute
quantification relates the PCR signal (Ct value in real-time PCR)
to input copy number using a calibration curve. The calibration
curve used in this study was linear over 7 orders of magnitude
and demonstrated a 1.00 PCR efficiency (see [18]). The reliability
of absolute quantification depends on identical amplification
efficiencies for both the target and the calibrator. All of the
designed primers amplified the selected targets with optimal
(~1) PCR efficiencies (Supplementary File1).
2.4. Western blot analysis
Proteinswere prepared as previously described [18], separated in
a 12% SDS–PAGE gel and transferred onto a Hybond-P PVDF
membrane (GE Healthcare) by electroblotting. Membranes were
blocked with 2% non-fat milk powder in TTBS (25 mM Tris–HCl,
pH 7.6, 150 mM NaCl, 0.03% Tween-20) for 4–5 h at room
temperature and then incubated overnight in blocking buffer at
4 º C with specific rabbit polyclonal primary antibodies:
anti-PRDX1 1:5000 (LabFrontiers, LF-PA0001), anti-PRDX3 1:5000
(LabFrontiers, LF-PA0030), anti-GCLC 1:1000 (Santa Cruz Biotech-
nology, sc-22755), or anti-GAPDH 1:15,000 (Santa Cruz Biotech-
nology, sc-25778). After washing the blots with blocking buffer,
the membranes were incubated with 1:4000 of the secondary
anti-rabbit IgG Ab (Sigma-Aldrich, A9169) to which horseradish
peroxidase had been covalently coupled. The blots were
developed using the ECL-Plus kit (GE Healthcare, RPN2132)
following the manufacturer's instructions. The blots were then
exposed to Kodak X-Omat AR film, scanned in a Molecular
Imager GS-800 Calibrated Densitometer and analysed using
Quantity One Analysis Software (BioRad).
2.5. Measurement of intracellular ROS
Intracellular ROSwere detected using the cell-permeable probe,
2′7′-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA; Sigma-Aldrich,
D6883). DCFH-DA is lipophilic, readily diffuses through the cell
membrane, and is enzymatically hydrolysed by intracellular
esterases to non-fluorescent derivative 2′7′-dichlorofluorescein
(DCFH),which is polar and is therefore trappedwithin the cells. In
the presence of ROS, particularly peroxides, DCFH is rapidly
oxidised to highly fluorescent DCF. The DCF fluorescence
intensity is believed to be parallel to the amount of ROS formed
intracellularly [19]. DCFH-DA (20 μM) was added to the corre-
sponding cell cultures 30 min before harvesting and incubated
for 30 min in the dark at 37 °C in 5% CO2. After incubation, the
cells were harvested as described above and disrupted at 4 °C by
ultrasonic disintegration (three 12 s pulses, 25 W), centrifuged at
28,000 g for 15 min and the supernatant was collected. The DCF
fluorescence intensity in the supernatant was measured using a
luminescence spectrometer (Perkin-Elmer LS-50B) with a 529 nm
emission wavelength and an excitation wavelength of 504 nm.
2.6. Measurement of intracellular and extracellular
glutathione
Total glutathione was measured by an enzymatic recycling
method using glutathione reductase [20]. The sulfhydryl group
of reduced glutathione (GSH) reacts with 5,5′-dithiobis-2-
nitrobenzoic acid (DTNB, Ellman's reagent) andproduces ayellow
coloured 5-thio-2-nitrobenzoic acid (TNB). The mixed disulfide
GSTNB (betweenGSHandTNB) that is concomitantly produced is
reduced by glutathione reductase to recycle the GSH and produce
more TNB. Oxidised glutathione (GSSG) is also reduced by
glutathione reductase to 2GSH. The rate of TNB production is
directly proportional to the concentration of glutathione in the
sample, and it is followed by the absorbance at 412 nm. Forty-
eight hours after the siRNA transfection, 1 ml of themediumwas
removed and reserved for glutathione quantification, and the
cells were then harvested and stored as described. Cell-free
extracts were prepared by suspension of the cells in 5 volumes of
0.1 M phosphate buffer, pH 7.0 containing 1 mM EDTA. The cells
then were subjected to three cycles of freezing in liquid nitrogen
for 30 s and thawing in a water bath at 37 °C for 1 min. Cells
lysates were cleared by centrifugation, and the supernatants
were used for the glutathione assay. A reaction mixture was
prepared by adding 50 μl of 12 mM DTNB, 18 mM NaHCO3 in
0.1 M phosphate pH 7.0, 10 μl of 20 mMNADPH in 0.1% NaHCO3,
1 U of glutathione reductase, and the sample (5 μl of cell extract
or 50 μl of conditioned medium) to 0.1 M phosphate pH 7.0 (1 ml
final volume). The rate of TNB production was monitored during
the first 2 min of the reaction and the absorbance of a control
mixture without the sample was subtracted. A calibration curve
using GSSG was performed.
2.7. Measurement of protein carbonyls
The carbonyl groups in the protein side chains were derivatised
to 2,4-dinitrophenylhydrazone (DNP-hydrazone) by reaction
with 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH; ChemiconInternational,
90448), and the derivatised proteinswere separated by SDS–PAGE
and detected by Western blotting [21]. Briefly, proteins were
denatured prior to derivatisation by adding SDS to a 6% final
concentration. The proteins were then derivatised for 20 min
with 10 mMDNPH in 10%TFA. Following neutralisationwith 2 M
Tris base, 30% glycerol and reduction with β-mercaptoethanol
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Fig 1 – Effects of simultaneous transfection using siRNA directed against PRDX1, PRDX3 and GCLC. (A) Transcript molecules per
pg of total RNA in silenced vs. scrambled-transfected cells. Data are the mean±SD from at least three independent
transfections. (B) A representative immunoblot of silenced proteins and GAPDH (used as control). (C) The total glutathione
concentration in transfected cells and the culture medium. Data are the mean±SD from at least three independent
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Fig. 2 – Comparison of the intracellular ROS and protein carbonylation levels in scrambled-transfected cells (scr),
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265J O U R N A L O F P R O T E O M I C S 7 7 ( 2 0 1 2 ) 2 6 2 – 2 7 9
148
(0.74 M final concentration), proteins were separated by 12%
SDS–PAGE and transferred onto a Hybond-P PVDF membrane
(Amersham Biosciences) by electroblotting. The membranes
were blocked with 1% BSA in phosphate buffered saline
containing 0.05%of Tween-20 (PBST) for 1 h at room temperature
and incubated for 45 min with 1:250 of primary Ab (rabbit
anti-DNP antibody; Chemicon International, 90451) in blocking
buffer at room temperature. After washing with PBS, the
membranes were incubated with 1:4000 of secondary anti-rabbit
IgG+Ab (Sigma-Aldrich, A9169) and developed as described
previously.
2.8. Fluorescent labelling of oxidised protein thiols and
electrophoresis
Reversibly oxidised thiol proteins were monitored as previously
described [15], with modifications. The cell pellet was
resuspended and homogenised in three volumes of buffer
containing 100 mM NEM in 20 mM Tris–HCl, pH 7.6, 0.5 M
sucrose, 0.15 M KCl, 1 mM PMSF and protease inhibitors
(Sigma, P2714). The extract was incubated at room temper-
ature for 15 min, and the cell debris was then cleared by
centrifugation at 14,000 g for 15 min. Excess NEM was
removed by passing the extract through a spin column (Protein
Desalting Colum, Thermo, 89849) that had been equilibrated
with extract buffer lacking NEM. The eluate was treated with
500 U/ml benzonase (Sigma, E8263) for 30 min at room temper-
ature and ultracentrifuged (100,000 g, 60 min). The protein
concentration was determined by the Bradfordmethod (Bio-Rad
ProteinAssay). To reduce the oxidised thiols (P–S–S–P and P–S–S–
G), DTT was added to the extract to a final concentration of
1 mM, and the solution was incubated for 10 min at room
temperature. Afterward, 5-IAF was added to a final concentra-
tion of 200 μMfroma stock solution of 10 mMthatwas dissolved
in DMSO, and the extract was incubated in the dark at room
temperature for 10 min. Subsequent steps were performed with
minimal exposure of the samples to light. To remove excess
5-IAF and salts, labelled extract was passed through a second
spin column that was equilibrated with Laemmli loading buffer
if the sample was to be used for SDS–PAGE or with rehydration
buffer (7 M urea, 2% CHAPS, 20 mM DTT, 0.5% Pharmalyte
3–11NL, bromophenol blue traces) for 2-DE. Given that the
whole procedure of IAF labelling (NEM blockage, DTT reduction
and subsequent IAF tagging) was performed under non dena-
turing conditions, only exposed thiols should be affected andnot
cysteine residues hidden inside globular proteins.
For SDS–PAGE, 20 μg of AF (acetamidofluorescein)-labelled
proteins were loaded on 7 cm gels. For 2-DE, 100 μg of
AF-labelled proteins were first separated by isoelectric point in
18 cm, pH 3–10 NL IPG strips and then by SDS–PAGE as
previously described [18]. In both cases, after the completion
of electrophoresis, the gels were scanned using a Bio-Rad
Molecular Imager FX with a 488 nm excitation wavelength and
an emission/detection wavelength of 530 nm to reveal the
AF-labelled proteins. The gels were then stained with SYPRO
Ruby dye and rescanned at a 532 nmexcitationwavelength and
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a 555 nm emission/detection wavelength to detect total pro-
tein. Gel images generated by 1-DE (SDS–PAGE) and 2-DE
experiments were analysed using QuantityOne and PDQuest
software (Bio-Rad), respectively.
2.9. Mass spectrometry analysis
Both 2-DE gel images (corresponding to signals from AF and
SYPRO Ruby) were exported from PDQuest software in the TIFF
format and placed in different layers of the same Adobe
Photoshop file so that they would overlap exactly. To assist this
operation, the original grey colouring of the AF image was
changed to red. The size of the AF and SYPRO Ruby images were
different due to variations in gel hydration. Therefore, to
facilitate perfect matching, some of the gel features that were
visible in both images were overlaid. These included natural
marks and reference points handmade using a micropipette tip
prior to the initial scan. This procedure allowed us to determine
the exact coordinates of each protein of interest. Subsequent
analyses were performed at the University of Córdoba
Proteomic Facility (SCAI). First, spots were excised using an
Investigator™ProPic station (Genomic Solutions), and imme-
diately after excision, the gelswere rescanned to confirm that
the desired protein spots had been accurately obtained. The
excised spots were then destained and digested with trypsin
using the Investigator™Progest apparatus (Genomic Solu-
tion), and digested peptides were placed onto a Opti-TOF®
MALDI plate (AB SCIEX) using the Investigator™ProMS
apparatus (Genomic Solution). Proteins were analysed using
an AB SCIEX 4700 MALDI TOF/TOF analyser. At least 3
peptides per spot were fragmented to guarantee optimum
protein identification, with the exception of spots 27–31,
AF-labelled proteins
4 5 6 7 8 9 104 5 6 7 8 9 10
66.0
29.0
36.0
55.0
20.0
24.0
14.2
si+GO
55.0
66.0
29.0
36.0
20.0
24.0
14.2
si
scr scr+GO
Fig. 4 – Representative 2-DE gel images of reversibly oxidised thiol proteins from scrambled-transfected cells (scr),
scrambled-transfected cells treated with GO (scr+GO), silenced cells (si), and silenced cells treated with GO (si+GO). The GO
treatment (30 U/ml for 4 h) was described in the Materials and methods section. The parameters programmed into the imager
for the acquisition of all images were the same (high PMT voltage due to the low fluorescence intensity of samples). These
images were processed using the same values for the parameters in the transform control panel in PDQuest software (low,
high, and gamma sliders) for an accurate visual quantitative comparison.
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Table 1 – Proteins prone to reversible oxidation identified by MALDI TOF/TOF.
No. SSP a Protein Protein name b UniProt ID Mass (kDa) pI Peptide Sequence MOWSE AF-Cys d NEM-Cys d e
symbol b Theor. Exp. Theor. Exp. matched cov (%) score c
Metabolism
Carbohydrate metabolism
12 3706 ALDH2 Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial P47738 56.5 51.9 7.5 5.9 18 44 189 – 181 si+GO
13 6622 ALDOA Fructose-bisphosphate aldolase A P05064 39.4 41.2 8.3 6.5 12 36 192 – – si+GO
14 6623 ALDOA Fructose-bisphosphate aldolase A P05064 39.4 41.2 8.3 6.3 9 35 98 – – si+GO
20 3609 ENOA Alpha-enolase P17182 47.1 47.8 6.4 5.9 20 59 247 – 337,339 scr
46 4306 TPIS Triosephosphate isomerase P17751 26.7 26.5 6.9 5.9 11 40 202 – 218 si+GO
Aminoacids metabolism
1 6618 AATC Aspartate aminotransferase, cytoplasmic P05201 46.2 41.2 6.7 6.2 16 38 146 – – scr
17 4709 DHE3 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial P26443 61.3 53.4 8.1 6.0 18 45 258 112 – scr+GO
18 5707 DHE3 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial P26443 61.3 53.4 8.1 6.0 19 44 285 112 – scr+GO
19 5712 DHE3 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial P26443 61.3 53.4 8.1 6.1 18 33 226 146 – scr+GO
Fatty acids metabolism
2 5608 ACADS Short-chain specific acyl-CoA dehydrogenase,
mitochondrial
Q07417 44.9 40.9 9.0 6.0 14 40 183 – 246 scr
Tricarboxilic acid cycle
33 4304 MDHM Malate dehydrogenase, mitochondrial P08249 35.6 27.6 8.9 6.1 9 39 249 89 285 scr+GO
34 6506 MDHM Malate dehydrogenase, mitochondrial P08249 35.6 36.3 8.9 8.1 18 56 262 89 93,285 scr
Cell motility
3 2311 ACTB Actin, cytoplasmic 1 P60710 41.7 28.9 5.3 5.5 10 43 255 17 – scr+GO
4 2312 ACTB Actin, cytoplasmic 1 P60710 41.7 27.1 5.3 5.5 11 39 318 17 – scr+GO
5 1606 ACTB f Actin, cytoplasmic 1 P60710 41.7 43.9 5.3 5.3 17 50 523 – – scr+GO
6 2608 ACTB f Actin, cytoplasmic 1 P60710 41.7 43.9 5.3 5.4 18 50 472 – – scr+GO
7 2314 ACTG Actin, cytoplasmic 2 P63260 41.8 27.3 5.3 5.4 8 28 149 17 – scr+GO
8 0206 ACTG Actin, cytoplasmic 2 P63260 41.8 18.7 5.3 5.1 5 21 107 17 – scr+GO
9 0209 ACTG Actin, cytoplasmic 2 P63260 41.8 19.6 5.3 5.2 7 18 150 – – scr+GO
10 1308 ACTG f Actin, cytoplasmic 2 P63260 41.8 29.2 5.3 5.4 7 25 200 – – scr+GO
11 0211 ACTG f Actin, cytoplasmic 2 P63260 41.8 18.7 5.3 5.2 7 19 86 – – scr+GO
15 4204 COF1 Cofilin-1 P18760 18.6 20.5 8.2 6.0 8 51 107 147 39,80 scr+GO
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SSP a Protein Protein name b UniProt ID Mass (kDa) pI Peptide Sequence MOWSE AF-Cys d NEM-Cys d e
symbol b Theor. Exp. Theor. Exp. matched cov (%) score c
Cell redox homeostasis
22 3409 GSTO1 Glutathione S-transferase omega-1 O09131 27.5 30.3 6.9 5.7 7 29 90 32 – scr+GO
35 1313 PDIA1 Protein disulfide-isomerase P09103 57.1 26.4 4.8 5.2 15 37 110 – 8,55 scr+GO
36 2808 PDIA3 Protein disulfide-isomerase A3 P27773 56.7 58.5 5.9 5.7 28 56 402 – – scr+GO
37 3807 PDIA3 Protein disulfide-isomerase A3 P27773 56.7 58.5 5.9 5.7 32 59 464 5 – scr+GO
38 3410 PDIA3 Protein disulfide-isomerase A3 P27773 56.7 30.2 5.9 5.6 13 28 132 – 57 scr+GO
39 5206 PRDX1 Peroxiredoxin-1 P35700 22.2 24.6 8.3 6.0 24 61 287 – – scr+GO
40 6201 PRDX1 Peroxiredoxin-1 P35700 22.2 24.6 8.3 6.3 32 59 357 – – scr+GO
41 1204 PRDX2 Peroxiredoxin-2 Q61171 21.8 26.3 5.2 5.2 9 39 110 – – scr+GO
42 4310 PRDX4 Peroxiredoxin-4 O08807 31.1 26.3 6.7 5.8 6 28 133 – – si+GO
Protein folding and degradation
16 5102 CYTB Cystatin-B Q62426 11.0 14.7 6.8 6.1 8 64 154 – 64 si+GO
21 3309 GRP75 Stress-70 protein, mitochondrial P38647 73.5 27.2 5.9 5.8 10 21 129 – – si+GO
24 5510 HSP7C Heat shock cognate 71 kDa protein P63017 70.9 38.3 5.4 6.0 14 45 135 267 – scr+GO
25 5511 HSP7C Heat shock cognate 71 kDa protein P63017 70.9 38.3 5.4 6.1 20 53 418 267 – scr+GO
26 5304 HSP7C Heat shock cognate 71 kDa protein P63017 70.9 27.9 5.4 6.2 11 37 152 – – scr
43 2308 PSA6 Proteasome subunit alpha type-6 Q9QUM9 27.4 27.0 6.4 5.9 11 50 162 – 115,154,161 scr+GO
Transcription
44 7401 ROA2 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins,
isoA2/B1
O88569 37.4 34.1 9.0 7.9 13 48 157 – – scr
45 6514 ROAA Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B Q99020 30.8 38.3 7.7 6.3 11 34 205 – 104 scr
Signal transduction
23 4203 HINT1 Histidine triad nucleotide-binding protein 1 P70349 13.8 16.0 6.4 6.0 3 35 96 – – scr+GO
32 0102 LEG1 Galectin-1 P16045 14.9 16.3 5.3 5.2 7 55 156 – 43,61 scr+GO
Unknown
27 1101 Hyp-Prot hypothetical protein [Rattus norvegicus] XP_001071939 15.8 15.6 8.3 5.5 10 59 85 3,11,90,125 46,54,73,82,98 si+GO
28 2201 Hyp-Prot hypothetical protein [Rattus norvegicus] XP_001071939 15.8 16.5 8.3 5.8 10 70 91 3,90 46,73,82,98,109 si+GO
29 2202 Hyp-Prot hypothetical protein [Rattus norvegicus] XP_001071939 15.8 18.1 8.3 5.8 10 54 84 3,11,90,136 54,82 si+GO
30 5101 Hyp-Prot hypothetical protein [Rattus norvegicus] XP_001071939 15.8 15.3 8.3 6.1 9 55 76 3,11,73,90,136 54,82,98 si+GO
31 5202 Hyp-Prot hypothetical protein [Rattus norvegicus] XP_001071939 15.8 19.4 8.3 6.1 11 75 98 3,73,90,136 38,46,82,98,117,125 si+GO
a Standard spot numbers automatically assigned by PDQuest software during analysis.
b Protein symbol and name as UniProtKB/Swiss-Prot database except XP_001071939 that it is as RefSeq database.
c MOWSE protein score based on MS data. In all cases, a probability score<0.05 was obtained.
d Cys residue modified by IAF (i.e. a residue prone to reversible oxidation) or by NEM (i.e. a reduced status).
e Experimental condition in which a modified Cys residue was found.
f First protein in the ranking retrieved by Mascot search. However, no peptide matches the protein N-terminus where the differences between isoforms 1 and 2 of actin are located.
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which were detected by just a peptide fingerprint. PMF and
MS/MS spectra data were contrasted against mammalian
sequences in the non-redundant NCBI (Bethesda, MD, USA)
database using the MASCOT search engine (Matrix Science,
London, UK). Acetamidofluoresceine and N-ethylmaleimide
were established as fixed cysteine modifications and
methionine oxidation as dynamic modification. When
cysteine residues were within of the sequence coverage of
a protein, the reduced thiols were detected as those
modified by NEM and the reversibly oxidised thiols as
those modified by AF.
2.10. Statistical analysis
Unless otherwise stated, the data are presented as themean±SD
of at least three independent experiments. All data were
analysed using GraphPAD Instat software. The Student's t
statistic was performed as an unpaired, two-tailed test. A
P<0.05 was considered statistically significant.
3. Results
3.1. Simultaneous siRNA-mediated knockdown of PRDX1,
PRDX3, and GCLC in Hepa1–6 cells
We have used siRNAs targeted to the mRNAs of mouse PRDX1,
PRDX3, and GCLC for the transient transfection of Hepa1–6 cells.
To investigate the efficiency of the simultaneousmulti-silencing
procedure, the cells were assayed formRNA (Fig. 1A) and protein
levels (Fig. 1B). The total glutathione concentration in silenced
cells and the culture media was also monitored (Fig. 1C).
Transcripts encoding PRDX1, PRDX3 andGCLCwere significantly
downregulated in silenced (si) cells compared with cells
transfected with an unspecific “scrambled” siRNA (scr). As a
control, we also measured the GAPDH mRNA copy number,
which did not significantly change, as expected. In accordance
with the decrease in transcript copies, the protein levels were
also significantly diminished, as shown by theWestern analysis
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Fig. 5 – 2-DE master gel of oxidised proteins generated by PDQuest software. We show the protein symbols as the
UniProtKB/Swiss-Prot database and standard spot numbers (SSP) automatically assigned during analysis next to the arrows
that mark the positions of the 46 spots identified by MALDI TOF/TOF.
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results. The extent of this depletion was 84.2% for PRDX1, 93.1%
for PRDX3 and 75.0% for GCLC. The chemiluminescence signal
intensity for the GAPDH antibody was used to normalise the
protein levels. The intracellular and culturemediumglutathione
concentration decreased by 56% 48 h after transfection. In
general, the simultaneous multi-silencing procedure used in
this study downregulated the expression of each PRDX1, PRDX3,
and GCLC gene to an extent similar to that previously reported
for single transfection experiments [22–24].
3.2. Intracellular ROS and protein carbonylation levels
The degree of the oxidative stress suffered by the cells was tested
by determining the intracellular ROS and protein carbonylation
levels. ROS-mediated protein carbonylation is an important
marker of protein oxidation. ROS were calculated by following
the oxidation of HDCF to the highly fluorescent DCF and protein
carbonylation using the DNPHmethod. ROS and protein carbon-
ylation were quantitated in several independent cell cultures for
each experimental condition. We found that downregulation of
the PRDX1, PRDX3 and GCLC proteins induced a small (less than
two-fold) but significant increase in intracellular ROS (Fig. 2).
Nevertheless, this limited ROS increase did not lead to an
enhanced level of carbonylated proteins. In contrast, 4 h GO
(30 U/ml) treatment of the control and silenced cells significantly
augmented the protein carbonylation level (9- and 13-fold,
respectively), even when, in the case of control cells, the
treatment with GO only doubled the intracellular ROS.
3.3. Reversibly oxidised thiol levels
A quantitative analysis of reversibly oxidised thiols was
performed using SDS–PAGE(Fig. 3). For this purpose, protein
extracts were prepared from control (scr) and silenced (si) cells
treatedwith orwithout GO following a procedure that labelswith
IAF the reversibly oxidised thiol groups. Proteins were separated
by SDS–PAGE. After electrophoresis, the gel was scanned to
detect the fluorescent signal from the AF linked to proteins. The
signal intensity was quantified using QuantityOne software
(Bio-Rad). The simultaneous downregulation of PRDX1, PRDX3
and GCLC significantly increased (more than 5 times) the
oxidation level of the protein thiol groups (Fig. 3B). GO treatment
of the control and silenced cells led to a 10-fold increase in the
fluorescent signal. As shown in Fig. 3A, differences in the thiol
oxidation profiles were observed among the four experimental
conditions investigated (for scr pattern, see scr* lane). After
scanning for theAF signal, the gelwas stainedwith SYPRORuby
and rescanned. Analysis of this image confirmed equal protein
loading in the four electrophoresis lanes and displayed that the
pattern of oxidised proteins dramatically differed from the
pattern of total proteins. These differences were highlighted by
comparison of 2-DE images of the same gel that was scanned
for AF-labelled proteins and subsequently scanned for SYPRO
Ruby-stained proteins (see Supplementary File 2 for an exam-
ple; more details in 3.4 section).
3.4. Oxidative stress-sensitive thiol proteins
To identify proteins having thiol groups prone to reversible
oxidation, we separated the AF-labelled proteins by 2-DE
(18 cm, IPG 3-10NL) and compared the gel images obtained
from control cells (scr), silenced cells (si) and cells treated with
GO (scr+GO and si+GO). Protein extracts from at least six
independent cell cultures for each experimental condition
were obtained. The extracts were then pooled for 2-DE
analysis. Three replicate gel images (see a representative gel
in Fig. 4) per experimental condition (a total of 12 images)
were analysed using PDQuest software (Bio-Rad). AF-stained
2-DE gels demonstrated that the protein oxidation level
differs considerably among the four experimental conditions,
which is in agreement with the information obtained from
1-DE (Fig. 3). In Supplementary File 3, the contrast of the
images was changed from gel to gel to qualitatively underline
the differences among the oxidation patterns. After scanning
for AF, the total protein in the 2-DE gels was stained by SYPRO
Ruby dye and rescanned. The average of total fluorescence
signals in the 12 gels±SD was 764±18 (arbitrary units),
revealing an equal protein loading.
A total of 46 spots were unambiguously identified by MALDI
TOF/TOF (Table 1). The position of each identified spot is
indicated inavirtual 2-DEgel generatedby PDQuest after analysis
(Fig. 5). Other excised spots could not be identified. These spots
were weakly stained by SYPRO Ruby dye, revealing their low
abundance, or they gave complex spectra, indicating a mixture
of proteins. The identified spots corresponded to 26 different
proteins that display a variety of cellular functions, including
metabolism (26%), cell motility (22%), cell redox homeostasis
(20%), protein folding and degradation (13%), transcription (4%)
and signal transduction (4%). Five spots demonstrated a
significant protein score related to a hypothetical protein in the
Rattus norvegicus database (accession XP_001071939). The pre-
dicted sequence of this protein has 142 amino acid residues,
including 16 cysteines located in a repeated motif (consensus
ECVLVKM). There is no homolog of this predicted hypothetical
protein in the Mus musculus database. The susceptibility of a
particular cysteine residue to reversible oxidation may be
discerned from MS data if the region covered by peptides used
in the identification of the protein includes cysteine residues
(Table 1).
Table 2 summarises the thiol oxidation levels of the
proteins identified by MALDI TOF/TOF. Silencing and/or
treatment with GO increased the AF signal intensity of each
protein, and in most of the spots, a synergistic effect was
observed. The fluorescence intensity data reported in Table 2
were used to perform a hierarchical clustering analysis using
Kendall's tau algorithm to measure the similarities between
proteins. The analysis was performed by Genesis software [25]
using normalised data and reported two main clusters (see
Supplementary File 4). Proteins in cluster 1 were mainly oxidised
by silencing and proteins in cluster 2 were oxidised by GO
treatment. Cluster 1 includes five (ALDOA, ENOA, AATC, DHE3
and ACADS) of the eight proteins related to metabolism, two
proteins (ROA2 and ROAA) involved in transcription andmost of
the isospotsmatching thehypothetical protein (Hyp-Prot) from R.
norvegicus. Cluster 2 includes four (GSTO1, PDIA1, PRDX1 and
PRDX2) of the six proteins related in cell redoxhomeostasis, three
(CYTB, HSP7C and PSA6) of the four proteins involved in protein
folding and degradation, and two (ACTG and COF1) of the three
proteins implicated in cell motility. Different MDHM, ACTB and
PDIA3 isospots were included in both clusters.
271J O U R N A L O F P R O T E O M I C S 7 7 ( 2 0 1 2 ) 2 6 2 – 2 7 9
154
Table 2 – AF signal intensity of the identified proteins by MALDI TOF/TOF in response to silencing and/or GO treatment.
No. SSP a Protein Protein name b UniProt ID scr scr+GO si si+GO Cluster d t-Test e
symbol b mean c±SD mean±SD mean±SD mean±SD
Metabolism
Carbohydrate metabolism
12 3706 ALDH2 Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial P47738 1.9±0.1 34.9±11.3 22.8±1.0 64.8±3.3 2 ns
13 6622 ALDOA Fructose-bisphosphate aldolase A P05064 9.5±8.0 118.2±3.5 276.1±3.4 334.9±23.3 1 ***
14 6623 ALDOA Fructose-bisphosphate aldolase A P05064 7.4±0.9 74.0±13.8 138.9±7.8 178.6±24.8 1 **
20 3609 ENOA Alpha-enolase P17182 20.8±0.8 33.7±11.6 134.2±2.9 126.4±8.1 1 ***
46 4306 TPIS Triosephosphate isomerase P17751 19.8±2.9 274.6±11.6 183.9±41.7 457.3±19.3 2 *
Aminoacids metabolism
1 6618 AATC Aspartate aminotransferase, cytoplasmic P05201 1.3±0.2 11.0±2.5 39.2±2.1 61.6±33.0 1 ***
17 4709 DHE3 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial P26443 40.8±8.4 43.4±3.4 154.1±25.3 311.7±58.1 1 **
18 5707 DHE3 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial P26443 35.9±20.6 61.5±15.3 91.2±9.9 198.3±9.7 1 ns
19 5712 DHE3 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial P26443 54.1±9.7 47.7±8.1 83.9±5.8 188.8±33.7 1 **
Fatty acids metabolism
2 5608 ACADS Short-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial Q07417 7.0±1.5 12.3±2.4 26.3±2.3 26.6±5.6 1 **
Tricarboxilic acid cycle
33 4304 MDHM Malate dehydrogenase, mitochondrial P08249 0.0±0.0 146.8±22.3 0.0±0.0 142.0±10.2 2 nd
34 6506 MDHM Malate dehydrogenase, mitochondrial P08249 12.6±0.3 29.6±9.2 98.1±3.6 130.3±46.8 1 ***
Cell motility
3 2311 ACTB Actin, cytoplasmic 1 P60710 1.8±1.2 178.0±28.2 92.6±9.0 264.9±74.5 2 **
4 2312 ACTB Actin, cytoplasmic 1 P60710 2.4±2.0 222.2±44.8 117.3±19.0 270.8±71.2 2 *
5 1606 ACTB f Actin, cytoplasmic 1 P60710 13.1±7.2 106.0±19.6 99.4±5.5 528.9±45.4 2 ns
6 2608 ACTB f Actin, cytoplasmic 1 P60710 7.9±4.5 230.3±63.3 510.0±29.9 690.9±271.5 1 **
7 2314 ACTG Actin, cytoplasmic 2 P63260 0.0±0.0 142.9±40.2 8.8±3.5 154.6±48.2 2 **
8 0206 ACTG Actin, cytoplasmic 2 P63260 0.8±0.1 657.3±13.9 30.5±3.5 577.4±58.9 2 ***
9 0209 ACTG Actin, cytoplasmic 2 P63260 0.1±0.0 221.5±68.2 9.9±0.2 139.8±17.4 2 **
10 1308 ACTG f Actin, cytoplasmic 2 P63260 0.0±0.0 135.9±7.5 19.3±6.2 246.3±21.5 2 ***
11 0211 ACTG f Actin, cytoplasmic 2 P63260 0.0±0.0 125.4±31.9 4.6±1.6 93.3±4.5 2 **
15 4204 COF1 Cofilin-1 P18760 6.8±0.4 569.0±18.6 226.6±12.2 905.9±157.8 2 ***
Cell redox homeostasis
22 3409 GSTO1 Glutathione S-transferase omega-1 O09131 0.6±0.2 210.9±15.6 34.5±1.3 353.9±9.6 2 **
35 1313 PDIA1 Protein disulfide-isomerase P09103 0.4±0.1 62.3±1.7 0.3±0.2 30.8±1.2 2 ***
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No.
SSP a Protein Protein name b UniProt ID scr scr+GO si si+GO Cluster d t-Test e
symbol b mean c±SD mean±SD mean±SD mean±SD
36 2808 PDIA3 Protein disulfide-isomerase A3 P27773 10.3±3.3 14.5±2.4 67.7±16.0 44.5±5.5 1 *
37 3807 PDIA3 Protein disulfide-isomerase A3 P27773 13.4±2.5 66.4±11.9 104.9±5.6 157.0±20.9 1 *
38 3410 PDIA3 Protein disulfide-isomerase A3 P27773 3.4±0.8 129.9±2.2 30.7±1.5 154.1±7.9 2 ***
39 5206 PRDX1 Peroxiredoxin-1 P35700 14.2±1.5 450.3±4.8 107.7±2.6 152.2±8.0 2 ***
40 6201 PRDX1 Peroxiredoxin-1 P35700 1.7±1.1 848.7±16.7 7.7±0.1 183.9±11.2 2 ***
41 1204 PRDX2 Peroxiredoxin-2 Q61171 0.3±0.0 152.2±6.8 77.5±2.9 140.0±8.9 2 **
42 4310 PRDX4 Peroxiredoxin-4 O08807 0.6±0.0 36.8±10.6 46.7±1.8 94.3±16.9 1 ns
Protein folding and degradation
16 5102 CYTB Cystatin-B Q62426 0.2±0.1 78.4±12.7 0.5±0.2 39.3±2.8 2 **
21 3309 GRP75 Stress-70 protein, mitochondrial P38647 0.5±0.1 81.0±20.1 82.1±7.4 226.8±18.8 1 ns
24 5510 HSP7C Heat shock cognate 71 kDa protein P63017 2.3±0.7 38.3±2.3 28.8±1.4 55.0±2.4 2 **
25 5511 HSP7C Heat shock cognate 71 kDa protein P63017 5.7±1.9 108.5±7.0 48.2±5.8 157.4±2.9 2 **
26 5304 HSP7C Heat shock cognate 71 kDa protein P63017 7.8±0.1 372.6±1.6 31.1±0.9 86.0±4.7 2 ***
43 2308 PSA6 Proteasome subunit alpha type-6 Q9QUM9 0.0±0.0 67.8±28.0 0.0±0.0 187.8±38.2 2 nd
Transcription
44 7401 ROA2 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins, isoA2/B1 O88569 37.3±16.5 40.2±1.1 73.2±2.4 74.5±4.3 1 **
45 6514 ROAA Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B Q99020 5.0±1.8 2.1±0.3 13.8±2.1 3.0±2.4 1 *
Signal transduction
23 4203 HINT1 Histidine triad nucleotide-binding protein 1 P70349 7.6±0.6 134.5±4.2 335.3±14.8 418.3±11.8 1 **
32 0102 LEG1 Galectin-1 P16045 0.4±0.2 1383.7±252.7 5.7±4.1 1438.4±336.9 2 **
Unknown
27 1101 Hyp-Prot hypothetical protein [Rattus norvegicus] XP_001071939 0.8±0.3 74.2±1.5 147.1±4.4 233.9±16.8 1 **
28 2201 Hyp-Prot hypothetical protein [Rattus norvegicus] XP_001071939 0.7±0.1 77.4±27.0 238.7±11.8 279.7±8.3 1 *
29 2202 Hyp-Prot hypothetical protein [Rattus norvegicus] XP_001071939 0.0±0.0 176.0±20.4 0.0±0.0 153.0±12.9 2 nd
30 5101 Hyp-Prot hypothetical protein [Rattus norvegicus] XP_001071939 8.2±1.6 3.6±3.4 39.9±1.9 97.6±6.2 1 ***
31 5202 Hyp-Prot hypothetical protein [Rattus norvegicus] XP_001071939 4.2±0.2 122.2±20.6 134.7±10.4 191.6±6.3 1 ns
a Standard spot numbers automatically assigned by PDQuest software during analysis.
b Protein symbol and name as UniProtKB/Swiss-Prot database except XP_001071939 that it is as RefSeq database.
c Arbitrary units of fluorescence. Data are means±SD (n=3 replicate).
d Cluster number given by Genesis analysis.
e scr+GO vs. si. Statistical significance is expressed as:* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, ns not significant and nd, not possible to analyse because one column's SD is zero.
f First protein in the ranking retrieved by Mascot search. However, no peptide matches the protein N-terminus where the differences between isoforms 1 and 2 of actin are located.
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4. Discussion
4.1. Generating different levels of oxidative stress in
cultured cells
The goal of this study was to identify mouse proteins bearing
redox-sensing thiols. To achieve this aim, cultured Hepa 1–6 cells
were submitted to different degrees of oxidative stress. Why
Hepa It is known that exposure to high concentrations of
oxidants may generate non physiological conditions that may
direct the oxidation of many thiols (even those less reactive) and
other amino acid residues [26]. Therefore, by attempting to
distinguish the thiols that are initially oxidised from those that
only become oxidised when more severe oxidative stress
conditions are present in the cell, we have analysed the proteins
containing redox sensitive thiols in control cells, in cells
simultaneously silenced for PRDX1, PRDX3, andGCLCexpression,
and in control (scr) andsilenced (si) cells treatedwith GO (a H2O2
generator). Gene expression silencing alone significantly
increased the protein oxidation level, as measured by thiol
oxidation, but it did not affect protein carbonylation, a well-
knownmarker of protein oxidation. Comparatively, a higher level
of oxidative stress was accomplished by treatment of the control
cells with GO. The GO-mediated increase in intracellular ROS,
although only slightly higher than that induced by silencing, was
enough to raise the thiol oxidation and carbonylation level of
proteins. Finally, the highest level of oxidative stress was
obtained by treating the silenced cells with GO. In the latter, a
synergistic effect was observed for the ROS and protein carbon-
ylation levels, but not for the oxidised thiol level, as the
AF-labelled protein fluorescence level seemed to reach a thresh-
old. This result is in agreementwith data reported by Fratelli et al.
[27], who found a plateau in the level of S-thiolation when
treatinghumanT lymphocyteswithH2O2 in the100 μMto10 mM
range. The observed threshold could be established by saturation
labelling of the reactive exposed P–SH groups.
4.2. Identifying proteins with oxidised thiols and protein's
oxidation profiles
Comparison of the 1-DE or 2-DE images of the same gel
stained with IAF and SYPRO Ruby demonstrates that the
majority of proteins do not have sulfhydryl groups prone to
reversible oxidation and that reversible thiol group oxidation
is an event that is directed to specific proteins according to
the role attributed to P–SH groups in redox regulation. All of
the AF-labelled protein spots detected in the control cells
exhibited an increase in the AF signal after oxidative stress
caused by silencing or GO treatment. This result is in
agreement with Fratelli et al. [27], who found that most of
the protein spots indicating glutathionylation appear upon
oxidative stress conditions. However, in contrast Baty et al.
[28] reported that only a minority (<10%) of AF-labelled
proteins under basal control conditions increased in labelling
intensity after exposing Jurkat cells to 200 μM H2O2 for
10 min.
Forty-six AF-labelled protein spots corresponding to 26
different proteins were identified by MALDI TOF/TOF.
Differences in the intensity of the AF fluorescence between
spots on a gel cannot be taken as a measure of relative
abundance, which is in contrast to SYPRO Ruby staining. The AF
fluorescence signal of a particular protein spot will also depend
on the number of labelled thiol groups, the proportion of
molecules affected by reversible oxidation and the quantum
yield of AF fluorescence, which depends on the specific protein
environment [15,29]. However, for a particular protein spot, it
is reasonable to assume a constant quantum yield when
comparing different gels. With this assumption, we identi-
fied two profiles of protein oxidation when performing
hierarchical clustering analysis using the fluorescence in-
tensities of the identified protein spots in the four experi-
mental conditions (control, GO, silencing, and silencing+GO).
In general, cluster 1 includes protein spots that are more
sensitive to silencing than GO treatment, and in contrast,
cluster 2 includes those more sensitive to GO treatment than
silencing. We hypothesised that the proteins with thiol
groups sensing the oxidative stress conditions imposed by
the simultaneous silencing of PRDX1, PRDX3 and GCLC
expression (mostly grouped in cluster 1) may play a role in
regulatory mechanisms by redox stress.
4.3. Functional relevance of proteins with redox-sensing
thiols
4.3.1. Metabolism
Most of the metabolism-related proteins (ALDOA, ENOA,
AATC, DHE3, ACADS, and the spot for full-length MDHM)
were grouped in cluster 1. Two other metabolic enzymes
(TPIS and ALDH2) were in cluster 2, although they both have
cysteine residues prone to reversible oxidation in silenced
cells.
ALDOA, ENOA and TPIS are glycolytic/gluconeogenic
enzymes that catalyse the reversible conversion of fructose-
1,6-bisphosphate to glyceraldehyde 3-phosphate, the forma-
tion of phosphoenolpyruvate by the dehydration of 2-
phosphoglycerate and the isomerisation of glyceraldehyde
3-phosphate and dihydroxy-acetone phosphate, respective-
ly. These three enzymes are known oxidative stress targets
in eukaryotes. For example, yeast ALDOA and TPIS have
cysteine residues that are susceptible to reversible oxidation
[30]. Furthermore, the oxidative stress conditions used to
induce protein S-thiolation in yeast result in the inhibition
ENOA activity, and this inhibition has been shown to be
readily reversible once the oxidant is removed [31]. ENOA
is also inhibited by glutathionylation in human T lym-
phocytes [27], and ALDOA and ENOA have been shown to
be carbonylated in cerebral samples from senescent rats
[32].
AATC is a pyridoxal-phosphate-dependent aminotrans-
ferase that plays a key role in amino acid metabolism by
catalysing the transfer of an amino group from aspartate to
α-ketoglutarate or, in the reverse direction, fromglutamate to
oxalacetate. MDHM catalyses the oxidation of malate to
oxalacetate using NAD+ as electron acceptor in the tricarbox-
ylic acids cycle. AATC and MDHM exist as cytoplasmic and
mitochondrial isozymes. Here we identified cytoplasmic
AATC and mitochondrial MDHM as proteins susceptible to
reversible oxidation at cysteine residues. Two reports are in
line with our results: (i) the observation that the activity
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of cytoplasmic mammalian AATC is markedly reduced
when harbouring a mixed disulphide between Cys391 and
glutathione, sulphite, mercaptoethanol or methyl mercaptan
[33], and (ii) the finding that bovinemitochondrial MDHMhas
cysteine residues near the active site that are prone to
modification by NEM, inhibiting thismodification the enzymatic
activity assayed for its ability to reduce NAD+ [34]. Here we found
two spots matching MDHM: one spot was located in the gels
(36.3 kDa, pI 8.1) as expected from the amino acid sequence
(35.6 kDa, pI 8.9), however, the other spot was an acidic fragment
(27.6 kDa, pI 6.1) that appears only after GO treatment. In both
cases, Cys89 was identified as a reversible oxidation target.
Glycolysis generatesNADH in the cytosol during the oxidation
of glyceraldehyde 3-phosphate, and NAD+ must be regenerated
for glycolysis to continue. Under aerobic conditions cytosolic
NADH is reoxidised in hepatocytes by the malate-aspartate
shuttle. This mechanism needs the activities of the cytosolic
and mitochondrial forms of aspartate aminotransferase, malate
dehydrogenase and two mitochondrial carriers: the aspartate/
glutamate and the malate/α-ketoglutarate carriers [35]. The fact
that glycolytic pathway enzymes (ALDOA, ENOA and TPIS) and
components of the malate-aspartate shuttle (AATC and MDHM)
possess thiol groups that sense low oxidative stress levels may
point to a mechanism of glycolysis arrest diverting glucose flux
into the pentose phosphate pathway to provide NADPH for
antioxidant defences.
ALDH2, DHE3 and ACADS are mitochondrial enzymes related
to themetabolism of carbohydrates, amino acids and fatty acids,
respectively. These enzymes have been previously described as
oxidative stress targets. For instance, bothDHE3andACADSwere
found to be carbonylated in redox proteomics experiments in
animal models of Alzheimer's disease [36–38]. ALDH2 catalyses
the second reaction in the major oxidative alcohol metabolism
pathway. The dehydrogenase activity relies on the NAD+ co-
factor for the detoxification of aldehydes to the corresponding
carboxylic acids. In addition to the well-known aldehyde
oxidising activity, ALDH-2 also exerts esterase activity, leading
to carboxylic acid ester cleavage without co-factor requirement
and a reductase activity responsible for the bioactivation of
organic nitrates. The electrons for this reduction are provided
by cysteine-thiols in the active site of the enzyme, which are
thereby converted to a disulfide. Thiol-oxidising compounds
inhibit all three ALDH-2 activities [39].
DHE3 is a mitochondrial matrix enzyme that catalyses the
oxidative deamination of glutamate to α-ketoglutarate and
ammonia. This enzyme plays a key role in cellular homeo-
stasis interconnecting amino acid and carbohydrate metabo-
lism, thus contributing to important cellular processes
including the tricarboxylic acid, ammonia management and
energy production. Mammalian DHE3 is subject to a complex
allosteric regulation that is not completely understood,
although no evidence for the involvement of cysteine residues
in this regulation has been reported (reviewed in Ref. [40]). In
addition to allosteric regulation, DHE3 is regulated by revers-
ible ADP-ribosylation. It has been shown that the Cys119
residue plays a key role in the regulation of human DHE3 by
ADP-ribosylation [41,42]. We have identified three spots as
DHE3, and all are included in cluster 1. We found tryptic
peptides containing Cys112 or Cys146 residues modified with
acetamidofluorescein, indicating that these cysteine residues
are prone to reversible oxidation and may play a role in the
complex regulation of the enzyme. To the best of our
knowledge, modification of these cysteine residues has
not been previously described.
ACADS is a flavoprotein member of the acyl-CoA dehydroge-
nase family specific for substrateswith four and six carbons. This
enzyme catalyses the initial step of themitochondrial fatty acid
β-oxidation spiral. Inherited ACADS deficiency is a rare
metabolic disease. None of the pathogenic ACADS mutations
identified thus far affect any of the six cysteine residues in the
human enzyme [43]. Here we present the first evidence that
ACADS cysteine residues are prone to reversible oxidation.
Overall, reversible inhibition by low oxidative stress of the
ALDH2, DHE3 and ACADS activities should decrease the ATP/
ADP ratio by diminishing reductant equivalents inside mito-
chondria and/or decreasing the rate of the tricarboxylic acid
cycle, therefore limiting cell growth until the restoration of
redox homeostasis.
4.3.2. Cell motility
In contrast to the metabolic enzymes, the cytoskeletal proteins
COF1, ACTB and ACTGwere grouped in cluster 2. COF1 is amajor
cytoskeletal protein that plays a key role not only in the
modulation of actin dynamics and actin filament branching but
also in functions unrelated to actin-assembly regulation, such as
the chaperoning of actin to the nucleus, release of cytochrome c
and activation of phospholipase D1 (reviewed in Ref. [44]). As
expected from its multiple functions, diverse COF1 regulation
modes, including oxidation, have been described thus far. Three
COF1 cysteine residues (Cys39, 80, and 147) are involved in the
regulation of actin-filament dynamics through the formation of
specific inter- or intra-molecular disulfide bridges mediated by
oxidised glutathione [44]. Here we found that Cys147 is prone to
reversible oxidation, and this is in contrast to Cys39 and Cys80,
which remain reduced in GO-treated cells, an experimental
condition that increased the COF1 AF-signal intensity 84-fold.
ACTB and ACTG co-exist in most cell types as components
of the cytoskeleton and mediators of internal cell motility.
ACTB/G oxidation leads to the complete loss of polymerisability,
impedes the interaction of actins with profilin and causes the
depolymerisation of actin filaments [45]. Three out of the six
cysteines conserved in all ACTB and ACTG proteins have
been described as redox active residues. The reversible
glutathionylation of Cys374 regulates actin filament forma-
tion by inducing structural changes [46] though Cys272 is
more reactive to H2O2 than Cys374 [45]. In yeast, the
disulfide bond between Cys285 and Cys374 is considered a
physiological sensor of intracellular oxidative stress [47].
During apoptosis, actin is cleaved by caspase into fragments
of approximately 15 and 31 kDa (fractins) [48]. In this study,
only two of the nine spots matching actin displayed an
experimental molecular mass and isoelectric point that is
close to that predicted by sequence analysis. The rest were
actin fragments that appearedmostly in GO-treated cells. In
these actin fragments, Cys17 was identified as a target of
reversible oxidation. To our knowledge, Cys17 oxidation has
not been previously reported, although the exposure of this
residue on the surface of an actin molecule is predicted via a
conformational change induced by oxidative stress [45].
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4.3.3. Cell redox homeostasis
Proteins (GSTO1, PDIA1, PDIA3, PRDX1, PRDX2 and PRDX4)
within the cell redox homeostasis functional group are known
to have redox active cysteine residues. GSTO1 belongs to a
family of phase II enzymes that catalyse the conjugation of
reduced glutathione via a sulfhydryl group to a wide variety of
endogenous and xenobiotic compounds. A structural feature
that distinguishes the omega class of other eukaryotic
GSTs is the presence of an active site cysteine (Cys32)
that can form a mixed disulfide with GSH [49]. Mouse
GSTO1 has four cysteines but only Cys32 was found
in the peptide sequences used for its identification by
MS. The finding that Cys32 is modified with AF is in
agreement with its distinctive structural and functional
characteristics.
PDIs are thiol-disulfide oxidoreductases of the endoplas-
mic reticulum that catalyse the formation, breakage and
rearrangement of disulfide bonds. Proteins in this family
contain a variable number of thioredoxin domains (two in
PDIA1 and PDIA3). In addition to the four cysteine residues in
the active site of thioredoxin domains, PDIA1 and PDIA3
have three and four additional cysteines, respectively. PDI is
glutathionylated in oxidatively stressed human cells [27]. The
glutathionylation of PDI inhibits its isomerase activity. One
of the cysteines at each thioredoxin active site has been
identified as a glutathionylation target [50]. Similar to actin,
PDI is cleaved by caspase during apoptosis [51]. Here we
identified one spot as PDIA1 and three as PDIA3. The PDIA1
spot and one of the PDIA3 spots were fragments. While the
PDIA1 and PDIA3 fragments were grouped in cluster 2 (more
sensitive to GO treatment than silencing), the two spots for
full-length PDIA3 were in cluster 1 (more sensitive to silencing
than to GO). Interestingly, in full-length PDIA3, Cys 5 (one of
the non-active site cysteine residues) was found to be prone to
reversible oxidation.
Peroxiredoxins are a family of non-heme and non-selenium
peroxidases that not only act as antioxidants but also appear to
regulate hydrogen peroxide-mediated signal transduction. There
are six mammalian PRDXs, and five (PRDX1–5) contain two
conserved cysteines (2-Cys PRDXs). The sixth member, PRDX6,
has a single conserved cysteine (1-Cys PRDX). All PRDXs share the
same basic catalytic mechanism in which an active peroxidatic
cysteine is oxidised to a sulfenic acid by the peroxide substrate.
2-Cys PRDXs have a second resolving cysteine that attacks the
sulfenic acid, resulting in a disulfide bridge that is finally reduced
by thioredoxin [52]. Unfortunately, none of the oxidation-
sensitive cysteine residues was identified in this study as all
of these cysteines were outside of the sequence coverage.
The GO treatment effects were markedly higher than
silencing on both of the PRDX1spots. Nonetheless, it is
important to note that silencing depleted the PRDX1 level by
84%. PRDX2, in contrast to PRDX4, followed an oxidation
profile similar to that of PRDX1.
4.3.4. Protein folding and degradation
Most proteins (CYTB, HSP7C and PSA6) within this functional
group followed the oxidation pattern of cluster 2. Only GRP75
was included in cluster 1, although no significant differences
in protein oxidation in response to GO treatment or silencing
was determined by t test.
CYTB is a cysteine protease inhibitor that contains
cysteine residues at positions 3 and 64. One (Cys3) of the
two cysteines is exposed on the surface of the molecule,
whereas the other (Cys64) is buried. Cys3 is a target for
glutathionylation, which leads to the inactivation of the
protein [53]. We assume that the CYTB fluorescence signal
detected in this study derives from Cys3 oxidation, given that
Cys64 remained reduced (bound to NEM). Unfortunately,
however, we have no evidence of such an oxidation, as Cys3
was not in the sequence coverage of the protein. The
postulated oxidation of Cys3 mainly takes place in response
to the oxidative challenge posed by GO treatment.
The heat shock protein 70 family contains heat-inducible and
constitutively expressed members, which are also called heat-
shock cognate proteins (HSC). Proteins belonging to this family
are over expressed in cancerous tissues, providing an important
prognostic marker for patients with hepatocarcinoma and
colorectal cancer [54,55]. Here we identified two members
(GRP75 and HSP7C) of the HSC group as protein fragments of
less than 40 kDa. The posttranslational processing of heat
shock protein 70 into 20 kDa fragments has been related to
the pathogenesis of endometriosis [56]. Previous studies have
implicated cysteine residues in the chaperone function of
several heat-shock proteins, suggesting that these residues
can be targets for reversible glutathionylation [27,57,58]. Here
we demonstrate for the first time that Cys267 of HSP7C is prone
to reversible oxidation.
PSA6 participates in the core structure of the proteasome
as a component of the α-ring subunit of the 20S particle. The
20S proteasome can be glutathionylated in vitro and in intact
cells. Basal low levels of proteasome glutathionylation have
been proposed as a novel mechanism for the physiological
regulation of proteasome activity [59]. To our knowledge, the
specific glutathionylation target remains unidentified. Here
we report that PSA6 is reversibly oxidised during the oxidative
challenge posed by GO treatment but not by silencing. The
mouse protein has eight cysteines, and unfortunately, none
of these cysteine residues were within the PSA6 sequence
coverage.
4.3.5. Transcription
Both ROA2 and ROAA belong to the A/B subfamily of heteroge-
neous nuclear ribonucleoproteins (hnRNPs).The hnRNP A/B
proteins are among the most abundant RNA-binding proteins,
forming the core of the ribonucleoprotein complex that associ-
ateswithnascent transcripts in eukaryotic cells.Multiple cellular
functions have been ascribed to hnRNP proteins, including roles
in DNAmaintenance and recombination, transcription, primary
transcript processing, nuclear export, subcellular localisation,
and the translational stability of mature mRNA (reviewed in Ref.
[60]). Several post-translational modifications that regulate
hnRNP functions, such as phosphorylation, methylation and
acetylation, have beendescribed [61]. However,with regard to the
oxidationof thiol groups, only theS-nitrosylationofhnRNPA/Bat
Cys104 has been demonstrated to inhibit, in vitro, the DNA
binding activity of this protein [62]. We found that mouse ROAA
and ROA2 have cysteine residues that are prone to reversible
oxidation and they are mainly oxidised by silencing (cluster 1).
However, we were unable to identify cysteine residues prone to
such an oxidation.
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4.3.6. Signal transduction
LEG1 is a of carbohydrate-binding protein family member
with affinity for β-galactosides. These proteins are implicated
in modulating cell-cell and cell-matrix interactions as well as
in promoting cell proliferation. Thus far, four different
intramolecular disulfide bonds (Cys3–17, Cys3–131, Cys17–89
and Cys43–61) have been related to LEG1 activities [63,64].
Here we found that the oxidation of cysteines in LEG1 mainly
occurs during the more severe oxidative stress conditions
that are conferred by GO treatment. In fact, the strongest
fluorescence signal detected in this study was associated
with LEG1 in GO-treated cells. This result is in agreement
with a report by Fratelli et al. [27], who recognised that
the LEG1 in human T lymphocytes (which is not basally
glutathionylated) undergoes glutathionylation under oxida-
tive stress conditions.
HINT1 is member of the histidine triad superfamily, which
comprises proteins that share the triad motif His-X-His-X-
His-XX, where X is a hydrophobic amino acid. Several activities
have been ascribed to this protein, including the capacity to
hydrolyse AMP adducts bound to the lysine residues of
adenylated proteins. Nevertheless, the true function of HINT1
in cellular physiology remains elusive. Hint1−/− and Hint1+/−
mice are more susceptible to developing tumours than
wild-type mice [65]. HINT2, a protein with 61% identity to
HINT1, was recognised as glutathionylation target in oxidative-
ly stressed human HepG2 cells [27].To our knowledge, this is
the first report showing that HINT1 protein has thiol
groups that are prone to reversible oxidation. Interest-
ingly, such an oxidation mainly takes place in response
to the oxidative challenge posed by gene expression
silencing.
5. Concluding remarks
Changes in the intracellular redox state regulate critical cellular
pathways by modulating protein function through reversible
thiol modification. Identification of the initial oxidant-sensitive
target proteins having sulfhydryl groups prone to reversible
oxidation may be the first step in determining regulatory
networks. In this paper, we quantified the extent of protein thiol
oxidation in cells under different levels of oxidative stress
induced by the simultaneous silencing of antioxidant defence
proteins (PRX1, PRX3 and GCLC) and/or GO treatment. Under
these conditions, we identified proteins that are well known
oxidative stress targets in eukaryotes, thus validating our results.
However, we also detected several other proteins not previously
recognised as reversible oxidation targets. The results of this
study also provided the first evidence for the reversible modifi-
cation of specific thiols. Globally, we found a basal level of thiol
oxidation that increased when the level of oxidative stress rose.
Nevertheless, when analysing specific proteins, we observed two
main profiles of thiol oxidation. Interestingly, proteins in one of
profiles (cluster 1) were more sensitive to silencing than GO
treatment, although the oxidative stress induced by silencing
was lower than that induced by GO treatment. We hypothesised
that these proteinsmay play a role in regulatory mechanisms by
oxidative stress; however, further studies are needed to under-
stand the exact significance of this differential response.
Supplementary data to this article can be found online at
http://dx.doi.org/10.1016/j.jprot.2012.08.025.
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